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1 Einleitung 
 
Zytokine 
 
Zytokine gehören wie z.B. auch die Wachstumsfaktoren zur Familie der Gewebshormone. 
Charakteristisch für ihre Struktur ist der polypeptidische Aufbau mit kleiner molekularer 
Masse und häufig N- und/oder O-Glykosylierung bzw. intramolekularen Disulfidbrücken zur 
Strukturstabilisierung. Sie dienen als interzelluläre Mediatoren, die zur Kommunikation 
zwischen und Aktivierung von Zellen beitragen. Anders als glanduläre Hormone werden 
Zytokine nicht als präformierte Moleküle in Drüsen gespeichert, sondern schnell durch 
verschiedenste  Zellen (z.B. Endothelzellen, Hepatozyten, T-Zellen, Monozyten, 
Makrophagen, Thrombozyten) synthetisiert und nach Stimulation sezerniert. Zytokine wirken 
hauptsächlich lokal (sowohl parakrin als auch autokrin), können aber auch endokrine 
Wirkungen entfalten. Somit sind sie in ihrem räumlichen und zeitlichen Wirkungsspektrum 
eingeschränkt. Allerdings können sie in kleinsten Mengen (pico- bis nanomolarer Bereich) 
auf viele unterschiedliche Zellen wirken, das heißt sie verfügen über ein pleiotropes 
Wirkungsspektrum. Diese Stimulation der Zellen, die zur Ausschüttung von Zytokinen führt, 
findet z.B. im Verlauf von Infektionen, Entzündungen und Verletzungen statt. Neben der 
Akutphase-Antwort spielen Zytokine auch eine wichtige Rolle in der Hämatopoese, beim 
Tumorwachstum (z.B. Plasmozytom) sowie in der Zelldifferenzierung und Zellproliferation 
[1,2]. 
 
Die Einteilung der inflammatorischen Zytokine kann in drei Gruppen erfolgen: 
 
• Proinflammatorische Zytokine (z.B. IL-1, TNFα, IFNγ, IL-8) 
• IL-6-Typ Zytokine (IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF, CT-1, CLC, IL-27) 
• Anti-inflammatorische Zytokine (z.B. IL-10, TGFβ) 
 
Die Mitglieder der IL-6-Familie können sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirken 
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Interleukin-6 (IL-6) 
 
Das 26 kDa große Interleukin-6 gehört strukturell in die Familie der 4-α-helix-bundle 
Zytokine. Zu dieser Familie zählen unter anderem auch die Interferone und Erythropoetin. IL-
6 ist sowohl N- als auch O-glykosiliert und durch zwei intramolekulare Disulfidbrücken 
vernetzt. Somit wird IL-6 stabilisiert und vor Proteasen geschützt. 
IL-6 wurde zunächst beschrieben als ein B-Zell stimulierender Faktor (BSF-2/B-cell 
stimulating factor), der von T-Zellen sezerniert wird und die Differenzierung von B-Zellen zu 
Antikörper-produzierenden Plasmazellen induziert [ 3 , 4 ]. Später wurde es von weiteren 
Arbeitsgruppen gleichzeitig kloniert [5,6]. 
Interleukin-6 wird hauptsächlich von Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Keratinozyten 
und Endothelzellen produziert und sezerniert. Es spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei 
der Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und Nervenzellen, bei der 
Immunglobulin-Produktion in B-Zellen, bei der Hämatopoese (Verstärkung der 
multipotentiellen hämatopoetischen Koloniebildung) sowie als Hauptmediator bei der 
Induktion der Akutphase-Proteinsynthese in Hepatozyten [7,8,9,10]. Außerdem kann es das 
Wachstum der Zellen des malignen Melanoms und des Brustkarzinoms hemmen [11]. 
 
Die Akutphase-Antwort ist Teil der systemischen Reaktion der Leber auf Infektionen, 
Entzündungen und Verletzungen. IL-6 löst diese systemische Reaktion als Hauptmediator aus 
[12]. Die dabei gebildeten Akutphase-Proteine (APP) wie z.B. das C-reaktive-Protein (CRP) 
oder das Serum-Amyloid-A-Protein werden von den Hepatozyten synthetisiert und 
freigesetzt. Akutphase-Proteine regulieren proteolytische Prozesse wie die Blutgerinnung und 
die Fibrinolyse und aktivieren das Komplementsystem. Das CRP wird in der Klinik als der 
Verlaufsparameter für Entzündungen verwendet. Die Normalisierung des CRP-
Plasmaspiegels korreliert im Allgemeinen mit der Heilung der Erkrankung.  
Im Verlauf der Akutphase-Antwort werden Granulozyten, mononukleäre Zellen, Fibroblasten 
und Endothelzellen aktiviert, was nachfolgend zu Fieber, einer Vermehrung der Leukozyten 
und zu einem Anstieg des Glukokortikoidspiegels führt. Es entwickeln sich die 5 
Kardinalsymptome der Entzündung: Calor (Fieber), Dolor (Schmerz), Rubor (Rötung), 
Tumor (Schwellung) und Functio laesa (eingeschränkte Funktion). 
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Die Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine 
 
Wie oben schon beschrieben, gehören die IL-6-Typ Zytokine zur Familie der 4-α-helix-bundle 
Zytokine. Sie alle nutzen eine gemeinsame signaltransduzierende Rezeptor-Untereinheit, das 
Glykoprotein 130 (gp130) [12, 13 , 14 ]. Neben gp130 können die IL-6-Typ Zytokin 
Rezeptorkomplexe eine kürzere α-Rezeptoruntereinheit (IL-6R, IL-11R, CNTF-R) und/oder 
eine zusätzliche signaltransduzierende Untereinheit (LIFR, OSMR) enthalten (siehe Abb1.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-6 IL-11 LIF OSMCNTFCT-1 CLC
CNTFRCNTFR
CLF-1
gp130 / gp130 gp130 / LIFR gp130/OSMR
gp80 IL-11R
IL-27
EBI3p28
gp130/IL-27R 
 
 
 
Abbildung 1.1: IL-6-Typ-Zytokine signalisieren über die gemeinsame Rezeptoruntereinheit 
gp130. Gezeigt sind die Rezeptorkomplexe von IL-6, IL-11, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), 
Cardiotrophin-1 (CT-1), ciliary-neurotrophic-Factor (CNTF), cardiotrophin-like-cytokine (CLC), 
Oncostatin M (OSM) und IL-27 [14]. 
 
 
Die Bildung des Zytokin-Rezeptorkomplexes steht am Anfang aller 
Signaltransduktionskaskaden. Ziel ist die Induktion und Expression spezifischer Gene im 
Zellkern [15,16]. Voraussetzung für diese Induktion ist eine schnelle Signalweiterleitung von 
der Zellmembran zum Zellkern. Ein wichtiger von IL-6-Typ Zytokinen genutzter Signalweg 
ist der sogenannte JAK/STAT Weg (siehe Abb. 1.2). Darüberhinaus können diese Zytokine 
auch die MAPK-Kaskade aktivieren. 
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Abbildung 1.2: Wirkung von IL-6 über den JAK/STAT-Signalweg [14]. IL-6 bindet an seinen α-
Rezeptor gp80, wodurch es zur Homodimerisierung von gp130 kommt. Dadurch werden die konstitutiv 
mit gp130 assoziierten Tyrosinkinasen der Janus-Familie durch gegenseitige Phosphorylierung 
aktiviert und phosphorylieren dann Tyrosin-Motive innerhalb des gp130. Nun können die 
Transkriptionsfaktoren (STAT1 und STAT3) an gp130 binden und damit aktiviert werden. Schließlich 
translozieren die aktivierten Transkriptionsfaktoren in den Zellkern, wo sie die Expression ihrer 
Zielgene regulieren.  
 
 
Die Rolle von IL-6 bei der Pathogenese verschiedener Krebsarten 
 
Interleukin-6 spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von verschiedenen entzündlichen 
Erkrankungen sowie einiger Krebserkrankungen [17]. Deshalb wird versucht, therapeutisch in 
die IL-6 Signaltransduktion einzugreifen, um sie zu unterdrücken [18]. 
Tabelle 1.1 zeigt an einigen Beispielen, welche Rolle IL-6 bei der Pathogenese verschiedener 
Krebsarten spielt. 
 
Krebsart  Aussagen der Studien 
 
Brust-Karzinom - die mittleren IL-6-Serumspiegel sind bei Patienten mit Metastasen     
                                   erhöht 
Lymphom - erhöhte Serum IL-6 Spiegel in 25% der langsam wachsenden Non- 
             Hodgkin-Lymphome korrelieren mit schlechter Prognose 
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-  IL-6 Spiegel sind bei Patienten mit Hodgkin Lymphom erhöht und  
  normalisieren sich nach Remission 
Multiples Myelom - größerer Anteil an IL-6 produzierenden T-Zellen bei Patienten mit    
  fortschreitender Erkrankung 
- erhöhte IL-6-Serumspiegel bei Patienten mit fortschreitender    
  Erkrankung und bei Patienten mit schlechter Prognose 
Prostata-Karzinom - IL-6-Serumspiegel korrelieren mit dem klinischen Stadium des  
  Prostata-Karzinoms 
 - IL-6-Serumspiegel korrelieren mit dem Ausmaß der Metastasierung 
  
Tabelle 1.1: Rolle von IL-6 bei der Pathogenese verschiedener Krebsarten (verändert aus [17]). 
 
 
Der JAK/STAT Signalweg 
 
IL-6 bindet zunächst mit niedriger Affinität an seinen α-Rezeptor (gp80). Dieser Komplex 
kann kein Signal auslösen. Es bedarf der Interaktion mit zwei 
Signaltransduktionskomponenten gp130. Nach neuesten Untersuchungen [19] besteht der 
Signal auslösende IL-6-Rezeptorkomplex aus zwei Molekülen IL-6, zwei Molekülen α-
Rezeptor und zwei Molekülen gp130 (=Hexamer) [ 20 , 21 ]. Die konstitutiv an gp130 
assoziierten Protein-Tyrosinkinasen der Janus Familie (JAK1, JAK2, TYK2) [22,23] werden 
durch die Liganden-induzierte gp130-Dimerisierung so nah aneinander gebracht, dass es 
sowohl zu ihrer eigenen Tyrosinphosphorylierung, als auch zu der des gp130 kommt. An die 
phosphorylierten Tyrosine des gp130 können nun die Transkriptionsfaktoren STAT1 und 
STAT3 (signal transducers and activators of transcription) über ihre src-Homologie-Domäne 
(SH2-Domäne) binden [24,25]. Die STAT-Transkriptionsfaktoren werden durch die Janus 
Kinasen JAK1, JAK2 und TYK2 Tyrosin-phosphoryliert. Nach Bildung von STAT1/1 bzw. 
STAT3/3 Homodimeren oder auch STAT1/3 Heterodimeren translozieren sie in den Zellkern, 
wo sie an enhancer-Regionen der IL-6-Zielgene binden und deren Transkription einleiten, 
zum Beispiel die der Akutphase-Proteine. 
 
Zur Regulation des JAK/STAT Signalweges bzw. um eine überschießende Zellantwort zu 
vermeiden,  existieren verschiedene Abschaltungsmechanismen (siehe Abb. 1.3) [13]: 
 
Einleitung 13
(1) Inhibition durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen (SHP2, PTP1B, CD45, SHP1), die den 
Rezeptor oder die daran assoziierten Proteine (Janus Kinase, STATs) 
dephosphorylieren und damit inaktivieren [26,27,28,29,30,31]. 
(2) Inhibition durch PIAS (protein inhibitors of activated STATs), die aktivierte STAT-
Faktoren im Zellkern dephosphorylieren und damit ebenfalls inaktivieren [32,33]. 
(3) Inhibition durch SOCS-Proteine, die mit den Signalmolekülen interagieren (JAK im 
Fall von SOCS-1 [34], gp130 im Fall von SOCS-3 [35]). 
 
Export 
(1) Dephosphorylierung durch SHP2
 
 
 
Abbildung 1.3: Abschaltmechanismen des JAK/STAT-Signalwegs [14] (SOCS, SHP2, PIAS), die 
auf verschiedenen Ebenen der Signaltransduktion wirken. SHP2 kann Tyrosin-phosphorylierte JAKs 
bzw. STATs dephosphorylieren. PIAS interagiert mit P-STATs und SOCS Proteine binden und 
hemmen phosphorylierte Janus Kinasen. 
 
 
Die Janus Kinasen 
 
Zur Familie der Janus Kinasen gehören JAK1, JAK2, JAK3 sowie TYK2 [36,37].  Die 
Mitglieder der Familie erhielten zunächst den Namen JAK, als Abkürzung für just another 
kinase [38]. Später wurde der Name auf den römischen Gott Janus und seine zwei Gesichter 
bezogen, sodass die Abkürzug JAK nun für Janus Kinase steht [39].  
(2) Interaktion mit
 PIAS
 (1) Dephosphorylierung
  durch Tc-PTP-ase 
SOCS-Proteine 
Degradation 
Proteasom
P
P 
YY 
SOCS-mRNA 
SOCS-mRNA 
P 
gp130 STAT
SOCS
P
JAK 
P 
P 
JAK 
(3) Inhibition durch SOCS
Rezeptor SerP  durch
MAPK 
IL-6Rα IL-6 
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Die Kinasen sind 110 bis 140 kDa groß und besitzen sieben hoch konservierte Regionen, die 
JAK-Homologie-Regionen 1 bis 7 (JH1 bis JH7). Am C-terminalen Ende liegen die Kinase-
doch keine Kinase-Aktivität. Sie spielt eine wichtige Rolle für die Negativregulation der 
ptorbindung beteiligt [47,48,49]. Es wird 
t jedoch, dass ihre Aktivierung durch drei vorgeschaltete Schritte erfol
amit Aktivierung der Janus Kin
Ebe
für 
 
Domäne (JH1) und die Pseudokinase-Domäne (JH2). Beide Domänen gemeinsam nehmen 
über 50% der Größe des gesamten Proteins ein. Die Kinase-Domäne ist eine typische 
Tyrosinkinase-Domäne, die in ihrer Aktivierungsschleife das Motiv E/DYY besitzt, dessen 
Phosphorylierung Voraussetzung für die volle Aktivität der Janus Kinase ist [40,41,42,43,44]. 
 
Die Pseudokinase-Domäne weist die typischen Strukturen einer Kinase-Domäne auf, besitzt 
je
Kinase-Domäne, denn es konnte gezeigt werden, dass die Deletion der JH2-Domäne zu einer 
erhöhten Aktivität der JH1-Domäne führt [45,46]. 
Der N-Terminus der Janus Kinasen (JH3-7), der die sogenannte FERM-Domäne und die 
potentielle SH2-Domäne enthält, ist an ihrer Reze
vermutet, dass die Janus Kinasen mit der membranproximalen Box1/Box2-Region der 
Zytokin-Rezeptoren interagieren [50,51]. 
 
JAK 
potentielle SH2 Pseudokinase e FERM 
JH7 JH5 JH4 JH3JH6 JH2
Abbildung 1.4: Domänenstruktur der Janus Kinasen. Die Tyrosinkinasen d
sich aus sieben verschiedenen Homologie Regionen (JH1 bis JH7) zusam
Ende liegt die Kinase-Domäne (JH1), gefolgt von der Pseudokinase-Domäne 
SH2-Domäne und der FERM-Domäne. Die Kinase-Domäne beinhaltet die Ak
Phosphorylierung Voraussetzung für die volle Aktivität der Kinase ist.  
 
Aktiviert werden die Janus Kinasen durch unterschiedliche Zytokine (T
is
1. Extrazelluläre Zytokin-Bindung 
2. Liganden induzierte Rezeptor-Dimerisierung/Oligomerisierung [
3. zur Transphosphorylierung und d
nfalls gilt für Janus Kinasen, dass sie an der gp130-Rezeptoruntere
Trankriptionsfaktoren (STAT1/3) phosphorylieren. 
Transkriptionsfaktoren werden wiederum durch die Janus Kinasen pho
aktiviert. Tyrosin-Kinas 
 
gt:  
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asen führt 
ngsstellen 
ebundenen 
JH1 YY 
 
er Janus-Familie setzen
men. Am C-terminalen
(JH2), einer potentiellen 
tivierungsschleife, deren 
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     TYK2  JAK1  JAK2  JAK3 
------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
-2, Il-4, IL-7, IL-9, IL-15    +    + 
rechende Zytokine 
us Kinasen führen, 
ährend JAK2 ine entscheidende Rolle in der Erythropoese spielt [53], sind JAK1 und vor 
ntext 
ie Proliferation und Differenzierung, das Wachstum und die Apoptose von normalen und 
tumsfaktoren reguliert. 
ber ihre Bindung an die entsprechenden Rezeptoren starten sie biochemische Reaktionen, 
--
IL
IL-13     +  +  + 
IL-3, IL-5, GM-CSF       + 
IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF +  +  + 
IL-12     +    + 
Leptin         + 
PRL, Epo, Thrombopoetin      + 
IFNα, IFNβ, IL-10   +  + 
IFNγ       +  + 
Tabelle 1.2: Stimulation der verschiedenen Janus Kinasen durch entsp
[52]. 
 
Die unterschiedlichen Zytokine, die zur Aktivierung der verschiedenen Jan
spiegeln die unterschiedlichen Funktionen der Janus Kinasen wider (siehe Tabelle 1.2) [52]. 
 eW
allem JAK3 essentiell für die lymphatische Entwicklung [54]. 
 
 
Zur Bedeutung von Kinasen im medizinischen Ko
 
D
malignen Zellen wird von vielen verschiedenen Zytokinen und Wachs
Ü
wie zum Beispiel die Phosphorylierung und Aktivierung von verschiedenen Signalmolekülen 
und schließlich die Regulation der Transkription spezifischer Gene, die somit zelluläre 
Antworten vermitteln. Die Janus Kinasen spielen bei der Initiierung der Zytokin-vermittelten  
Signale eine sehr wichtige Rolle (siehe oben). 
 
Ein Beispiel für diese Rolle von Tyrosinkinasen im medizinischen Kontext stellt die 
Chronisch Myeloische Leukämie (CML) dar. Sie ist eine klonale maligne 
tammzellerkrankung mit Hyperplasie der granulopoetischen Zellen und gekennzeichnet S
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durch das abnorme, sogenannte Philadelphia-Chromosom (Ph-Chromosom). Der Nachweis 
des Ph-Chromosoms ist bei über 90 % der Patienten möglich. Das Ph-Chromosom entsteht 
durch eine reziproke Translokation von Chromosom 9 zu Chromosom 22. Dabei wird das 
zelluläre Protoonkogen c-abl, das für eine Tyrosinkinase kodiert, von Chromosom 9 auf eine 
Bruchstellen-Gruppenregion (breakpoint cluster region – bcr) von Chromosom 22 
transloziert [55]. Das bcr-abl Fusionsgen kodiert nun die Synthese des Fusionsproteins p210. 
P210 ist eine Tyrosinkinase mit erheblich gesteigerter Tyrosinkinase-Aktivität, sodass es eine 
proliferationsfördernde Wirkung auf die Leukämiezellen ausübt und die Apoptoserate 
derselben verringert. Im Laufe der Erkrankung überwiegt immer mehr der Ph-positive 
Zellklon, sodass eine normale Hämatopoese weitgehend unterdrückt wird. Therapeutisch 
kann hier der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib eingesetzt werden. Er führt in etwa 90 % der 
Fälle zu einer hämatologischen Remission [56]. 
 
Das erste entdeckte Mitglied der JAK-Familie war TYK2, dessen Funktion essentiell für die 
Signaltransduktion der Typ I Interferone ist [57]. Interferone sind Zytokine mit einer großen 
ielfalt an biologischen Aktivitäten, unter anderem auch die Ausübung antiviraler Effekte in 
 
V
vitro und in vivo [58,59,60,61,62]. Behandelt man Zellen mit Typ I Interferonen, so resultiert 
daraus eine rasche Tyrosinphosphorylierung von TYK2 und JAK1 und damit die Induktion 
ihrer intrinsischen Kinase-Aktivität [63,64,65]. Die durch Typ I Interferone aktivierten Janus 
Kinasen regulieren nun die Phosphorylierung bzw. Aktivierung verschiedener STAT-Proteine 
(STAT3/STAT3 Homodimere, STAT1/STAT1 Homodimere, STAT5/STAT5 Homodimere, 
STAT3/STAT1 Heterodimere) [66], die wiederum die Signale zur Transkription geben [67]. 
Neben der STAT-Aktivierung finden weitere Aktivierungen von Signalwegen statt, wie unter 
anderem zum Beispiel die Rac1/p38 MAP Kinase Kaskade [68,69]. Diese Kaskade spielt die 
entscheidende Rolle in der Typ I Interferon abhängigen antiproliferativen Antwort in
menschlichen Zelllinien [70,71]. Außerdem ist sie für die Induktion des antileukämischen 
Effekts von IFNα auf primäre Knochenmarks-Vorläuferzellen von Patienten mit chronisch 
myeloischer Leukämie (CML) zuständig [70]. 
Als Initiatoren der Signaltransduktion sind die JAKs wesentlich an diesen Effekten beteiligt.
  
JAK1 und JAK2 werden ubiquitär exprimiert. Deshalb ist der Verlust einer dieser Kinasen, 
] 
zeigt wurde, mit dem Leben nicht vereinbar. JAK2 defiziente Lebewesen sterben schon 
während der Embryonalzeit [73,74] und JAK1 defiziente Lebewesen perinatal [75].  
wie es in Experimenten mit JAK1 bzw. JAK2-defizienten Mäusen und Zebrafischen [72
ge
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JAK3 wird hauptsächlich in Leukozyten exprimiert [76]. Es spielt die entscheidende Rolle im 
menschlichen Immunsystem. Dies wird dadurch deutlich, dass Patienten mit spezifischen 
Mutation in JAK3 das Krankheitsbild einer SCID (severe combined immunodeficiency) 
ntwickeln. Das heißt, es besteht ein schwerer kombinierter T- und B-Zelldefekt. Die 
lantation konnte gezeigt werden, dass neu entwickelte JAK3-Inhibitoren die 
berlebenszeit von Allo-Transplantaten verlängerten [79].   
 eben diskutierte bcr-abl durch 
hromosomale Translokation entsteht. Diese drei Varianten konnten bei Patienten mit A
e
Patienten leiden unter einer hochgradigen Infektanfälligkeit, die sich schon in den ersten 
Lebensmonaten durch schwere, häufig systemisch verlaufende Infektionen manifestiert 
[77,78]. Diese Infektionen sind Folge einer Insuffizienz der humoralen und zellvermittelten 
Immunität. 
 
Die große Rolle, die JAK3 im menschlichen Immunsystem spielt, ist außerdem gegenwärtig 
Objekt der Transplantationsforscher. In verschiedenen Experimenten zur 
Organtransp
Ü
 
Ebenfalls konstitutiv aktiv ist das Fusionsprotein TEL-JAK2, das in Zellen von Patienten mit 
Leukämie oder mit Burkitt Lymphom gefunden werden kann [80,81,82]. Es existieren drei 
Varianten des Fusionskonstrukts TEL-JAK2, das wie das
c kuter 
Lymphatischer Leukämie (ALL), prä-B-Zell-ALL und Chronisch Myeloischer Leukämie 
gefunden werden [82,85]. Die chromosomale Translokation führt zu einer Fusion zwischen 
der dimerisierenden pointed domain von TEL und der JH1 Domäne von JAK2 [83]. Das so 
entstandene Fusionsprotein TEL-JAK2 ist eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase. Diese führt 
in Ba/F3 Zellen zu Faktoren unabhängigem Wachstum und zu konstitutiver Tyrosin-
Phosphorylierung von STAT5 [84,85].  
SOCS1 (suppressor of cytokine signalling, siehe S. 19), das mit seiner SH2-Domäne an 
Tyrosin Y1007 von JAK2 bindet und damit die Signaltransduktion hemmt, kann auch an 
TEL-JAK2 binden und damit die konstitutiv aktive Kinase inhibieren [83]. 
 
Ein weiteres Beispiel für die Rolle von Janus Kinasen im medizinischen Kontext ist die 
Erkrankung Polycythemia vera. Sie gehört zur Familie der myelodysplastischen Syndrome 
und ist charakterisiert durch Thrombozytose, Leukozytose und Splenomegalie [ 86 ]. 
rogenitorzellen der Polycythemia vera sind hypersensitiv gegenüber Erythropoetin und 
Zytokinen [87,88]. James et al. zeigten, dass die Mutation der Aminosäure Valin 617 zu 
P
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Phenylalanin zu einer konstitutiven Tyrosinphosphorylierung von JAK2 führt und die 
Erythrocytose im Mausmodell aktiviert [89]. Bei 40 von 45 Patienten mit Polycythemia vera 
konnte diese Mutation V617F festgestellt werden [89], in einer Kontrollgruppe von 15 
Patienten wurde keine Mutation gefunden. Levine et al. konnten die Mutation bi 121 von 164 
Patienten nachweisen [90]. 
James et al. [89] zeigten weiterhin, dass die V617F Mutanten nach Transfektion von Ba/F3 
Zellen zu Zytokin unabhängigem Wachstum mit starker Autophosphorylierung von JAK2 und 
starker Aktivierung von STAT5 der Zellen führten. Die Mutation V617F führt also zu einer 
konstitutiv aktiven JAK2. 
Die Mutation V617F liegt in der Pseudokinase-Domäne von JAK2, welche für die Auto-
0F und E695K, die beide innerhalb der Pseudokinase-Domäne 
, 5b, 6), die aus 750 bis 
50 Aminosäuren bestehen. Von diesen sind STAT1 und STAT3 für die IL-6 
ignaltransduktion wichtig. Auch die STAT-Faktoren sind Proteine mit konservierter 
(Abb. 1.5). 
ie zuvor schon beschrieben, binden die STAT-Faktoren nach der Aktivierung des IL-6/IL-
ylierung der Tyrosine Y701 und Y705 im STAT1 bzw. 
Inhibition der Kinaseaktivität zuständig ist [46] 
In dieser Pseudokinase-Domäne wurden schon von Saharinen et al. drei inhibitorische 
Regionen beschrieben, von denen eine zwischen den Aminosäuren 619 und 670 liegt [91]. 
Auch die Mutationen Y57
liegen, führen ebenfalls zu einer konstitutiv aktiven JAK2 [92,93,94]. 
 
 
Die STAT-Faktoren 
 
Bisher wurden sieben STAT-Faktoren identifiziert (STAT1, 2, 3, 4, 5a
8
S
struktureller Organisation 
W
6R/gp130-Komplexes über ihre SH2-Domänen (src-homology Domänen) an phosphorylierte 
Tyrosinmotive des gp130 [20]. Während STAT1 mit zweien der Tyrosinmotive interagiert 
(pY905, pY915), bindet STAT3 an die vier distalen Motive (pY767, pY814, pY905, pY915) 
[95]. Dadurch kommt es zur Phosphor
STAT3. Diese Phosphorylierung führt wiederum zur Homo- (STAT1/1, STAT3/3) bzw. 
Heterodimerisierung (STAT1/3) der STAT-Faktoren, welche dann in homo-oder 
heterodimerisierter Form in den Zellkern translozieren. Die gegenseitige Interaktion der SH2-
Domäne des einen STAT-Faktors mit dem phosphorylierten Tyrosinmotiv des anderen führt 
zur Ausbildung der Dimere. [96,97].  
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SH2 Transaktivierung Linkercoiled-coil N-terminal 
DNA  
Bindung
T STA 
Abbildu
Y
ng 1.5: Domänenstruktur -F . 
 
 der STAT aktoren
 
Die SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signalling)  
ine wichtige negativ-regulierende Rolle in der gp130 vermittelten Signaltransduktion kommt 
 
E
den feedback-Inhibitoren der suppressor of cytokine signaling (SOCS)-Familie zu 
,99,100]. Vor allem SOCS1 [43,44] und SOCS3 [101] wurden als potente Inhibitoren der 
i
[98
IL-6 Signaltransduktion identifiziert. Beide Proteine hemmen die Signaltransduktion, indem 
sie d e Janus Kinasen inhibieren [102]. Während SOCS1 direkt an die Janus Kinasen bindet 
[102], benötigt SOCS3 die Rekrutierung an das Tyrosinmotiv pY759 von gp130 zur 
maximalen Hemmung des Signalweges [103]. Der Inhibierungsmechanismus von SOCS3 ist 
nicht im Detail geklärt. Es wird angenommen, dass SOCS3 über seine SH2-Domäne an den 
Rezeptor bindet und gleichzeitig über die sogenannte kinase-inhibitory region (KIR) die 
Rezeptor-assoziierten Janus Kinasen hemmt [104,105].  
 
SOCS  
SH2 Box     KIR ESS 
 
er SOCS-Proteine. 
 
 
Grundlage der Arbeit  
der Publikation von Saharinen et al. (Regulation of the JAK2 
se-like domain) [46] entstand die Idee zu dieser Arbeit. Die 
Autoren zeigten, dass die Pseudokinase-Domäne (JH2) von JAK2 -und nicht die Domänen 
Abbildung 1.6: Domänenstruktur d
 
Basierend auf den Ergebnissen 
Tyrosine Kinase by its kina
JH3 bis JH7- verantwortlich ist für die Negativregulation der katalytischen Aktivität von 
JAK2 und der von JAK2 vermittelten STAT-Aktivierung. Sie konnten außerdem feststellen, 
dass eine Tyrosin-Phosphatase dabei keine Rolle spielt, sondern dass es sich um eine 
Interaktion zwischen der Kinase-Domäne (JH1) und der Pseudokinase-Domäne (JH2) 
handeln muss. Unterstützt wurde das Ergebnis durch Koexpression der Pseudokinase-Domäne 
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und der Kinase-Domäne, die zu einer Hemmung der Kinase-Aktivität führte. Schließlich 
manifestierte sich die Deletion der Pseudokinase-Domäne in einer signifikant erhöhten, 
Liganden-unabhängigen STAT-Aktivierung [46]. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten 
demzufolge auf eine Interaktion zwischen der JH1- und der JH2-Domäne hin, die dazu führt, 
dass die Aktivität der Kinase-Domäne durch die Pseudokinase-Domäne gehemmt wird. 
Im Institut für Biochemie der RWTH Aachen erstellten wir alignments der Proteinsequenzen 
von verschiedenen Kinase-Domänen (siehe Abb.1.7). Anhand dieser alignments wird ein 
Bereich in den Kinase-Domänen von JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2 erkennbar, in dem eine 
aus 15 Aminosäuren (JAK2) bzw. 14 Aminosäuren (JAK1, JAK3, TYK2) bestehende 
Insertion vorliegt. Dieser von uns  als Janus-spezifische-Insertion (JSI) bezeichnete Bereich 
liegt laut einem von uns generierten Strukturmodell der JAK2 Kinase-Domäne in 
unmittelbarer Nähe zum aktiven Zentrum der Kinase-Domäne (siehe Abb.1.9). 
 
Ausgehend von den Ergebnissen von Saharinen et al. [46] und unserem Strukturmodell der 
JAK2, haben wir die Hypothese aufgestellt, dass die von uns identifizierte JSI eine Rolle bei 
er Interaktion zwischen der JH1 und der JH2 in den Janus Kinasen spielen könnte. Diese d
Hypothese sollte im Verlauf meiner Arbeit am Beispiel von JAK2 bestätigt oder widerlegt 
werden. 
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(A) 
Alignment der JAK, Src, FGFR und Insulin-Rezeptor Kinase-Domänen sowie der JAK 
Pseudokinase- Domänen   
 
SRC  :     LRLEVKLGQGCFGEVWMGTW.........................NGTTRVAIKTLKP..GTMSPEAFLQEAQVMKKL.RHE 
FGFR :     LVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKP.................NRVTKVAVKMLKSDATEKDLSDLISEMEMMKMIGKHK 
IR   :     ITLLRELGQGSFGMVYEGNARDIIKG...................EAETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKGFTCH. 
mJAK1:874  LKRIRDLGEGHFGKVELCRYDPEGD....................NTGEQVAVKSLKPESGGNHIADLKKEIEILRNL.YHE 
mJAK2:849  LKFLQQLGKGNFGSVEMCRYDPLQD....................NTGEVVAVKKLQH.STEEHLRDFEREIEILKSL.QHD 
mTYK2:891  .KKIRDLGEGHFGKVSLYCYDPTND....................GTGEMVAVKALKADCGPQHRSGWKQEIDILRTL.YHE 
hJAK3:823  .KYISLLGKGNFGSVELCRYDPLD.....................NTGPLVAVKQLQH.SGPDQQRDFQREIQILKAL.HSD 
mJ1KL:582  IIQGEHLGRGTRTHIYSGTLLDYKDEEGIAE..............EKKIKVILKVLDP.SHRDISLAFFEAASMMRQV.SHK 
mJ2KL:545  LIFNESLGQGTFTKIFKGVRREVGDYGQ.................LHKTEVLLKVLDK.AHRNYSESFFEAASMMSQL.SHK  
mT2KL:585  ITQLSHLGQGTRTNVYEGRLRVEGSGDPEEGKMDDEDPLVPGRDRGQELRVVLKVLDP.SHHDIALAFYETASLMSQV.SHT 
hJ3KL:521  LEWHENLGHGSFTKIYRGCRHEVVDGE..................ARKTEVLLKVMDA.KHKNCMESFLEAASLMSQV.SYR 
 
SRC : KLVQLYAVVSEEP...IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETG..............KYLRLPQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRD 
FGFR: NIINLLGACTQDGP..LYVIVEYASKGNLREYLQARRPPGLEYCYNPSHNPEEQLSSKDLVSCAYQVARGMEYLASKKCIHRD 
IR  : HVVRLLGVVSKGQP..TLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNPGR......PPPTLQEMIQMAAEIADGMAYLNAKKFVHRD 
JAK1: NIVKYKGICMEDGGNGIKLIMEFLPSGSLKEYLPKNK...............NKINLKQQLKYAIQICKGMDYLGSRQYVHRD 
JAK2: NIVKYKGVCYSAGRRNLRLIMEYLPYGSLRDYLQKHK...............ERIDHKKLLQYTSQICKGMEYLGTKRYIHRD 
TYK2: HIIKYKGCCEDQGEKSLQLVMEYVPLGSLRDYLPRHS.................IGLAQLLLFAQQICEGMAYLHAHDYIHRD 
JAK3: FIVKYRGVSYGPGRQSLRLVMEYLPSGCLRDFLQRHR...............AALHTDRLLLFAWQICKGMEYLGARRCVHRD 
J1KL: HIVYLYGVCVRDVE..NIMVEEFVEGGPLDLFMHRKS...............DALTTPWKFKVAKQLASALSYLEDKDLVHGN 
J2KL: HLVLNYGVCVCGEE..NILVQEFVKFGSLDTYLKKNK...............NSINILWKLGVAKQLAWAMHFLEEKSLIHGN 
T2KL: HLAFVHGVCVRGPE..NSMVTEYVEHGPLDVWLRRER...............GHVPMAWKMVVAQQLASALSYLENKNLVHGN  
J3KL: HLVLLHGVCMAGD...STMVQEFVHLGAIDMYLRKRG...............HLVPASWKLQVVKQLAYALNYLEDKGLPHGN 
 
SRC : LRAANILVGENLV..CKVADFGLARLI.EDNEYTARQG.AKFPIKWTAPEAALYGR..FTIKSDVWSFGILLTELTTK 
FGFR: LAARNVLVTEDNV..MKIADFGLARDI.HHIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRI..YTHQSDVWSFGVLLWEIFTL 
IR  : LAARNCMVAHDFT..VKIGDFGMTRDI.YETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGV..FTTSSDMWSFGVVLWEITSL 
JAK1: LAARNVLVESEHQ..VKIGDFGLTKAIETDKEYYTVKDDRDSPVFWYAPECLIQCK..FYIASDVWSFGVTLHELLTY 
JAK2: LATRNILVENENR..VKIGDFGLTKVLPQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTESK..FSVASDVWSFGVVLYELFTY 
TYK2: LAARNVLLDNDRL..VKIGDFGLAKAVPEGHEYYRVREDGDSPVFWYAPECLKEYK..FYYASDVWSFGVTLYELLTH 
JAK3: LAARNILVESEAH..VKIADFGLAKLLPLGKDYYVVREPGQSPIFWYAPESLSDNI..FSRQSDVWSFGVVLYELFTY 
J1KL: VCTKNLLLAREGID.SDIGPFIKLSDPGIPVSVLTRQE.CIERIPWIAPECVEDSKN.LSVAADKWSFGTTLWEICYN 
J2KL: VCAKNILLIREEDRRTGNPPFIKLSDPGISITVLPKDI.LQERIPWVPPECIENPKN.LNLATDKWSFGTTLWEICSG 
T2KL: VCGRNILLARLGLA.EGTSPFIKLSDPGVGLGALSREE.RVERIPWLAPECLPGGANSLSTAMDKWGFGATLLEICFD 
J3KL: VSARKVLLAREGA..DGSPPFIKLSDPGVSPAVLSLEM.LTDRIPWVAPECLREAQT.LSLEADKWGFGATVWEVFSG 
 
           ====JSI=== 
SRC : GRVPY...............PGMVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFT 
FGFR: GGSPY...............PGVPVEELFKLLKEGHRMDKPSNCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRIVAL 
IR  : AEQPY...............QGLSNEQVLKFVMDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHP 
JAK1: CDSDFSPMALFLKMIGPT.HGQMTVTRLVKTLKEGKRLPCPPNCPDEVYQLMRKCWEFQPSNRTTFQNLIEGFEALLK. 1153 
JAK2: IEKSKSPPVEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELLKSNGRLPRPEGCPDEIYVIMTECWNNNVSQRPSFRDLSFGWIKCGTV 1129 
TYK2: CDSSQSPPTKFLELIGIA.QGQMTVLRLTELLERGERLPRPDKCPCEVYHLMKNCWETEASFRPTFENLIPILQTAQEK 1168 
JAK3: CDKSCSPSAEFLRMMGPE.REGPPLCRLLELLAEGRRLPPPPTCPTEVQELMQLCVA..PS.RTTGQPSAP........ 1124 
J1KL: GEIPL...............KDKTLIEKERFYESRCRPVTPSC..KELADLMTRCMNYDPNQRPFFRAIMRDINKLEEQ 850  
J2KL: GDKPL...............SALDSQRKLQFYEDKHQLPAPKW..TELANLINNCMDYEPDFRPAFRAVIRDLNSLFTP 811 
T2KL: GEAPL...............QSRSPSEKEHFYQRQHRLPEPSC..PQLATLTSQCLTYEPTQRPSFRTILRDLTRVQPH 865 
J3KL: VTMPI...............SALDPAKKLQFYEDRQQLPAPKW..TELALLIQQCMAYEPVQRPSFRAVIRDLNSLISS 783 
 
 
Abbildung 1.7 (A): Alignment der JAK, Src, FGFR und Insulin-Rezeptor Kinase-Domänen sowie 
der JAK Pseudokinase- Domänen. Zur Erstellung des alignments wurden die 
Aminosäuresequenzen der verschiedenen Tyrosinkinasen untereinander angeordnet und so die 
konservierten Aminosäuren ermittelt. Die Buchstaben m und h zu beginn des alignments stehen für 
murin bzw. human. Rot markiert wurden alle konservierten Aminosäurereste innerhalb der Kinase- 
und Pseudokinase-Domänen. Magenta markiert sind nur innerhalb der Kinase-Domäne hoch 
konservierte Aminosäuren. Die nur innerhalb der Pseudokinase-Domäne hoch konservierten 
Aminosäuren sind blau hervorgehoben. Außerdem wurde das für die Aktivierung wichtige 
Doppeltyrosinmotiv, das sich nur in den Kinase-Domänen, nicht jedoch in den Pseudokinase-
Domänen befindet, hellblau unterlegt. Gelb markiert wurde das hoch konservierte Aspartat (D), das in 
der Region vor dem Doppeltyrosinmotiv liegt und Mg2+-Ionen im aktiven Zentrum bindet. Rot 
unterstrichen sind die in Kinasen absolut konservierten Aminosäuren E (z.B. E1024 in JAK2) und R 
(z.B. R1113 in JAK2), zwischen denen sich eine Salzbrücke ausbildet und die Position der JSI 
festlegt. Zu Beginn und zum Ende des alignments stehen die jeweiligen Nummerierungen der 
Aminosäuren. 
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(B) 
Sekundärstrukturvorhersage der Src-, FGFR-, IR-, JAK2-Kinase-Domänen und der 
Pseudokinase-Domäne von JAK2 
 
SRC : KPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCFGEVWMGTW........NGTTRVAIKTLKP..GTMSPEAFLQEAQVMKKL.RHE 
FGFR: MVAGELPEDPRWELPRDRLVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKPNRVTKVAVKMLKSDATEKDLSDLISEMEMMKMIGKHK 
IR  : ...SSVFVPDEWEVSREKITLLRELGQGSFGMVYEGNARDIIK..GEAETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKGF.TCH 
JAK2: GFSGAFEDRDPTQFEERHLKFLQQLGKGNFGSVEMCRYDPLQD...NTGEVVAVKKLQH.STEEHLRDFEREIEILKSL.QHD 
 
 
SRC : KLVQLYAVVSEEP...IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETG..............KYLRLPQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRD 
FGFR: NIINLLGACTQDGP..LYVIVEYASKGNLREYLQARRPPGLEYCYNPSHNPEEQLSSKDLVSCAYQVARGMEYLASKKCIHRD 
IR  : HVVRLLGVVSKGQP..TLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNPGR......PPPTLQEMIQMAAEIADGMAYLNAKKFVHRD 
JAK2: NIVKYKGVCYSAGRRNLRLIMEYLPYGSLRDYLQKHK...............ERIDHKKLLQYTSQICKGMEYLGTKRYIHRD 
 
 
SRC : LRAANILVGENLVCKVADFGLARLI...EDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRF.TIKSDVWSFGILLTELTTK 
FGFR: LAARNVLVTEDNVMKIADFGLARDI..HHIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRIY.THQSDVWSFGVLLWEIFTL 
IR  : LAARNCMVAHDFTVKIGDFGMTRDI..YETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGVF.TTSSDMWSFGVVLWEITSL 
JAK2: LATRNILVENENRVKIGDFGLTKVL.PQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTESKF.SVASDVWSFGVVLYELFTY 
 
 
          =====JSI===== 
SRC : GRVPY...............PGMVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFT 
FGFR: GGSPY...............PGVPVEELFKLLKEGHRMDKPSNCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRIVAL 
IR  : AEQPY...............QGLSNEQVLKFVMDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHP 
JAK2: IEKSKSPPVEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELLKSNGRLPRPEGCPDEIYVIMTECWNNNVSQRPSFRDLSFGWIKCGTV 
 
 
 
Abbildung 1.7 (B): Aminosäuresequenz der Src-, FGFR-, IR-, JAK2-Kinase-Domänen mit 
Sekundärstrukturvorhersage. Mit dem Predict Protein Programm lassen sich die entsprechenden 
Sekundärstrukturen vorhergesagen. Vorhergesagte α-Helices sind rot, vorhergesagte β-Stränge grün 
und loop-Regionen blau dargestellt. Das konservierte Glycin vor dem katalytisch wichtigen DFG-Motiv 
wurde gelb unterlegt. Dieses Glycin beeinflusst sehr wahrscheinlich die Konformation der 
Aktivierungsschleife im inaktiven Zustand und zeigt, dass JAK2 vermutlich in diesem Bezug der 
Insulin Rezeptor Kinase sehr ähnlich ist. Hellblau unterlegt ist wie im alignment 1.7. A das 
Doppeltyrosinmotiv. Grau unterlegt wurde die JAK-spezifische-Insertion, die sich als loop-Region 
darstellt. 
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Insulin Rezeptor Kinase Insulin Rezeptor Kinase
 
 
Abbildung 1.8:  Struktur der inaktiven Insulin-Rezeptor-Kinase-Domäne im Ver
aktivierten Insulin-Rezeptor-Kinase-Domäne (gelöste Strukturen).  Die Abbildung zeig
Rezeptor-Kinase-Domäne im inaktiven und im aktiven  Zustand. Während die Aktivieru
(blau hervorgehoben) im inaktiven Zustand ins aktive Zentrum ragt und die ATP-Bindung
ist sie im aktivierten Zustand exponiert gelegen, sodass ATP und Substrat binden könne
Region, die bei den Janus Kinasen die JSI enthält, ist rot markiert. 
 
 
Basis für die Erstellung des Strukturmodells der JAK2 Kinase-Domäne war n
alignment der verschiedenen Kinase-Domänen (Abbildung 1.7) die schon gelöste S
Kinase-Domäne des Insulin Rezeptors (Abbildung 1.8). In der gelösten Struktur d
Rezeptors zeigt sich eine loop-Region, die in unserem Modell der JAK2 Kinase-D
JSI entspricht (in Abb.1.8 rot hervorgehoben), jedoch viel kürzer ist.  
Abbildung 1.9 zeigt das von uns erstellte Strukturmodell der JAK2 Kinase-Domäne
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Abbildung 1.9:  Modell der JAK2-JH1-Domäne mit JSI. Zum Modell: Das 
wurde in Anlehnung an die Struktur der aktiven Kinase-Domäne des Insu
(Abbildung 1.8), da beide Kinase-Domänen eine hohe Homologie aufwei
Außerdem entscheidend für die Erstellung des Modells, ausgehend von der Ins
war das konservierte Glycin (im alignment 1.7 B gelb markiert) vor dem kataly
Motiv, das im Fall des Insulin-Rezeptors wahrscheinlich eine entscheid
Autoinhibierung der nichtphosphorylierten Insulin-Rezeptor-Kinase spielt [106].   
Die Lokalisierung der JSI im alignment und somit auch im Strukturmodell wird du
der Ausbildung einer in Kinasen konservierten Salzbrücke zwischen E1024 und
Abb. 1.7.A, E1024 und R1113 sind unterstrichen) untermauert. Die beiden Amin
zu beiden Seiten der JSI und bestimmen somit zusammen mit den konserv
umgebenden Helices ihre genaue Lokalisation im alignment. 
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Mehrere Möglichkeiten der Funktion der JSI sind denkbar: 
A. Die JSI ist für die Wechselwirkung zwischen der JH1 und der JH2 verantwortlich. 
Möglich wäre, dass nach Aktivierung am Rezeptor eine Konformationsänderung der 
JAK2 erfolgt, sodass die JH2 das katalytische Zentrum der JH1 freigibt und 
Substrate binden können. Die JSI wäre also zuständig für die Inhibition der JH1 
durch die JH2 (siehe Abb. 1.10.1). 
B. Die JSI ist an der Substratbindung beteiligt und trägt zur Spezifität der Erkennung 
bei (siehe Abb. 1.10.2). 
C. Die JSI ist nicht für die Interaktion zwischen JH1 und JH2 zuständig und trägt auch 
nicht zur Substraterkennung bei (siehe Abb. 1.10.3). 
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Abbildung 1.10.1-3:  Modell zur Rolle der JSI: Mögliche Funktionen der JAK-spezifischen-
Insertion (JSI). Die JSI kann entweder an der Interaktion (IA) zwischen der Kinase-Domäne und der 
Pseudokinase-Domäne beteiligt sein (1), eine Rolle bei der Substratbindung spielen (2) oder keine 
Aufgabe erfüllen (3). Blau kommt die JH1-Domäne zur Darstellung, grün die JH2-Domäne. Schwarz 
zeigt sich die Aktivierungsschleife mit den magentafarbenen Phosphotyrosinen. Die JSI ist rot 
dargestellt. 
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Zielsetzung der Arbeit 
 
Um die Rolle der JSI zu untersuchen, wurden verschiedene Mutationen durchgeführt. Zum 
einen sollte die JSI komplett deletiert werden, zum anderen wurden verschiedene 
Punktmutationen von konservierten Aminosäuren (F1061A, M1062A, M1064A, I1065A) 
generiert (siehe Abb. 1.11). So sollte die mögliche Rolle der JSI immer weiter eingegrenzt 
und untersucht werden.  
 
 
JAK1-JSI   : LHELLTYCDSDFSPMALFLKMIGPT.HGQMTVTRL 
JAK2-JSI   : LYELFTYIEKSKSPPVEFMRMIGNDKQGQMIVFHL 
TYK2-JSI   : LYELLTHCDSSQSPPTKFLELIGIA.QGQMTVLRL 
JAK3-JSI   : LYELFTYCDKSCSPSAEFLRMMGPE.REGPPLCRL 
 
IR   :SFGVVLWEITSLAEQPY...............QGLSNEQVLKFV  
JAK2   :SFGVVLYELFTYIEKSKSPPVEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELL 
JAK2∆JSI   :............IGSGSG------------SGSGM......... 
JAK2JSI/F1061A :............IEKSKSPPVEAMRMIGNDKQGQM......... 
JAK2JSI/M1062A :............IEKSKSPPVEFARMIGNDKQGQM......... 
JAK2JSI/M1064A :............IEKSKSPPVEFMRAIGNDKQGQM......... 
JAK2JSI/I1065A :............IEKSKSPPVEFMRMAGNDKQGQM......... 
 
  ---------JSI---------- 
 
Abbildung 1.11:  Klonierungsstrategien für das Projekt. Grau unterlegt ist die Januskinasen-
spezifische-Insertion. Rot markiert sind die mutierten Aminosäuren. Die hellblau unterlegten 
Aminosäuren zeigen die konservierten Aminosäuren, die Beginn und Ende der loop-Region festlegen. 
                                                                                                                                                             
 
Zunächst sollte die JSI komplett deletiert werden, danach ihre mögliche Funktion durch 
Mutationen einzelner Aminosäuren untersucht werden. Das Ziel war, unter Umständen einen 
konservierten Aminosäurerest zu finden, der für die Rolle der JSI verantwortlich sein könnte. 
Die konservierten Aminosäuren wurden durch Alanin (mit kleiner Seitenkette) ersetzt, um 
mögliche Interaktionen der entsprechenden Aminosäuren aufzuheben. 
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2 Material und Methoden 
2.1  Verbrauchsmaterialien 
 
2.1.1  Chemikalien 
 
Alle Chemikalien wurden in pro analysis-Qualität eingesetzt. Soweit nicht anders angegeben, 
wurden die verwendeten Enzyme von den Firmen Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) und 
AGS (Heidelberg) mit den jeweiligen Puffern bezogen. 
 
2.1.2 Antikörper 
 
anti-pY (4G10)  monoklonaler Antikörper gegen phosphorylierte Tyrosinreste, 
hergestellt in der Maus (Upstate, Hamburg) 
anti-pY-JAK2 (pY99) monoklonaler Antikörper gegen phosphorylierte Tyrosinreste in 
JAK2 (#sc7020; Santa Cruz Biotechnology) 
anti-GST monoklonaler Antikörper gegen GST (#sc-138; Santa Cruz 
Biotechnology) 
anti-JAK2   monoklonaler Antikörper gegen JAK2 (Upstate, Hamburg) 
anti-GFP monoklonaler Antikörper gegen YFP-, GFP-, CFP-Tags, 
hergestellt in der Maus (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)  
anti-SOCS3 polyklonaler Antikörper gegen das Gesamt-Protein SOCS3, 
hergestellt im Kaninchen (J. Johnston, Belfast, UK) 
Ziege-anti-Maus Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich von 
Maus-Immunglobulin; Peroxidase- (HRP)-konjugiert (# P0447; 
Dako, Hamburg) 
Kaninchen-anti-Maus Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich von 
Maus-Immunglobulin; Peroxidase- (HRP)-konjugiert (# P0448; 
Dako, Hamburg) 
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2.1.3 Plasmide und Oligonukleotide 
 
Eukaryontische Expressionsvektoren 
Alle Plasmide enthielten eine Ampicillin-Resistenz. 
• pEF-YFP-JAK2 eukaryontischer Expressionsvektor mit einem 
YFP-Tag (YFP Yellow fluorescence protein) 
enthält die cDNA des murinen JAK2 
• pcDNA3-GST-JAK2-JH1(Wildtyp) eukaryontischer Expressionsvektor mit einem 
GST-Tag (GST Gene Fusion System; Amersham 
Pharmacia Biotech; Freiburg) enthält die cDNA 
der murinen JAK2-JH1-Domäne, 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. 
Akihiko Yoshimura, Japan  
• pSVL-JAK2 eukaryontischer Expressionsvektor, enthält die 
cDNA des murinen JAK2 (Pharmacia, Freiburg) 
 
 
Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Ebersberg) bezogen. 
 
2.1.4 Prokaryontische Zellen 
 
Zur Transformation mit rekombinanten Plasmiden und zur Proteinxpression wurden die 
E.coli-Stämme JM-83 bzw. JM-110 benutzt. Beide Stämme sind resistent gegen Ampicillin. 
 
2.1.5 Eukaryontische Zellen 
 
HEK293T adhärent wachsende humane embryonale Nieren-Zelllinie, freundlicherweise 
von S. Pflanz (Palo Alto, USA) zur Verfügung gestellt 
COS7-Zellen adhärent wachsende Affennieren-Zelllinie 
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2.2  Allgemeine molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1  Kultivierung von Bakterien 
 
Die Bakterien wurden in LB-Medium unter Zugabe der entsprechenden Antibiotika 
(Ampicillin: 100 µg/ml; Chloramphenicol: 50µg/ml) bei 37°C in einem Schüttelkolben (bei 
200 Upm) kultiviert. Die Stammhaltung erfolgte in Form eines Gefreirstocks in LB-Medium 
mit 20% Glycerin bei -80°C. 
 
LB-Medium:   10 g/l NaCl 
    10 g/l Bactotrypton (Difco) 
      5 g/l Yeast Extract (Difco) 
 
stationäre Kultur:  15 g/lAgar (in LB-Medium) 
 
 
2.2.2 Kultivierung von eukaryontischen Zellen  
 
Die Zellen wurden in DMEM kultiviert. Dem Medium wurde FKS (10%) sowie Penicillin 
(50µg/ml) und Streptomycin (100µg/ml) zugesetzt. Die Zellen wurden bei 37°C in einer 
wassergesättigten Atmosphäre mit 5% CO2 inkubiert. Zur Subkultivierung wurden adhärent 
wachsende Zellen nach Waschen mit PBS mittels Trypsin/EDTA-Lösung von den 
Kulturschalen abgelöst. 
 
DMEM     Flüssigmedium (Life Technologies, Rockville, MD, USA) 
FKS     myoplasmenfreies fötales Kälberserum (Seromed; Berlin) 
Penicillin/Streptomycin    (Life Technologies) 
Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%)-Lösung  (Cytogen; Ober-Mörlen) 
 
PBS:     200 mM NaCl 
     2,5 mM KCl 
     8,0 mM Na2HPO4 
     1,5 mM KH2PO4  
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2.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Aus einer Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer Absorption 
A600nm=0,02 angeimpft und unter Schütteln bei 37°C und 200 Upm bis zu einer Absorption 
A600nm=0,6 kultiviert. 50 ml-Aliquots der Bakteriensuspension wurden 10 min mit 3000 g bei 
4°C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 15 ml auf 4°C vorgekühltem TFB I (pro 
50 ml Bakteriensuspension) resuspendiert und nachfolgend 90 min auf Eis inkubiert. Nach 
erneuter Zentrifugation wurde das Bakteriensediment in 2 ml vorgekühltem TFB II 
aufgenommen und in Aliquots zu jeweils 400 µl bei -80°C eingefroren. 
 
TFB I:   100 mM RbCl 
     50 mM MnCl2
     30 mM  KOAc 
     10 mM CaCl2 
     15 % Glycerin 
   (pH 5,8 wird mit 0,2 M Essigsäure eingestellt) 
 
TFB II:     10 mM MOPS 
     10 mM RbCl 
     75 mM CaCl2 
      15 % Glycerin 
 
 
2.2.4 Transformation kompetenter Bakterien 
 
70 µl der kompetenten Bakterien wurden mit 1 ng Plasmid-DNA bzw. 10 µl eines 
Ligationsansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Hitzeschock-Inkubation für 1 min bei 42°C. Danach wurden die Bakterien in 1 ml LB-
Medium aufgenommen und 30 min bei 37°C inkubiert, abzentrifugiert, in 100 µl LB-Medium 
resuspendiert und auf LB-Agarplatten, supplementiert mit den geeigneten Selektionsmarkern 
(50 µg/ml), ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert und 
nachfolgend die gewachsenen Bakterienkolonien analysiert. 
 
 
2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
 
Plasmid-DNA zur Kontrolle von Klonierungen sowie zur Sequenzierung wurden aus 3 ml 
Übernachtkulturen mit Hilfe eines Plasmidminipräparationskits (Qiagen; Hilden) nach 
Herstelleranleitung isoliert. 
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2.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA im präparativen Maßstab 
 
Um Plasmid-DNA im größeren Maßstab (50-500 µg) für die Transfektion eukaryontischer 
Zellen zu erhalten, wurden Übernachtkulturen von 50-500 ml mit Hilfe von 
Plasmidmaxipräparationskits (Qiagen; Hilden) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die 
isolierte DNA wurde in Wasser aufgenommen. 
 
 
2.2.7 Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
 
Die Quantifizierung der DANN erfolgte in einem UV-Spektrometer (Pharmacia; Freiburg) 
über die Messung der Absorption bei 260 nm. Eine Absorption A260=1,0 entspricht 50 µg 
doppelsträngiger DANN. Die Reinheit der Nukleinsäurepräparation wurde mit Hilfe der 
A280nm ermittelt, der Quotient A260: A280 sollte bei 1,7-2,0 liegen. 
 
 
2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Konstrukte pEF-YFP-JAK2-deltaJSI und pEF-YFP-JAK2-F/A wurden mittels PCR-
Technik hergestellt. Als DNA-Matrize (Template) diente der Vektor pSVL-JAK2. 
Synthetische Oligonukleotide, die spezifisch an die entsprechende c-DNA binden, dienten als 
„Primer“ für die Vent-DNA-Polymerase. 
 
Ansatz der PCR-Reaktion:  10 ng DNA-Matrize 
    0,5 nmol Primer 
       5 µl dNTPs (je 250 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
    0,5 U Vent DNA-Polymerase 
            ad  50 µl H2O  
 
Reaktionszyklen:     60 s 96°C Erste Denaturierung 
      30 s 45-50°C Primer-Bindung 
180 s 72°C DNA-Extension  
      30 s  94°C Denaturierung 
    600 s 72°C letzte Extension 
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2.2.9 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften, jeweils 
modifiziert nach den Empfehlungen der Enzymhersteller. Die Inkubationszeiten betrugen 
zwischen 1h und 3h. 
 
2.2.10 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel 
 
Nach dem enzymatischen Verdau wurden die verschiedenen DNA-Fragmente 
gelelektrophoretisch aufgetrennt und ihre Größe durch Vergleich mit Markerfragmenten 
bestimmt. Die Restriktionsansätze wurden mit gleichem Volumen 2x DNA-Probenpuffer 
versetzt und auf ein Agarosegel geladen. Der Agarose wurden 0,1 µg/ml Ethidiumbromid, ein 
DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff zugesetzt, wodurch die DNA-Banden unter UV-
Licht sichtbar wurden und näherungsweise eine Abschätzung der DNA-Mengen aufgrund der 
Fluoreszenzintensität erfolgen konnte. 
 
Agarosegel:      1 % SeaKem-LE-Agarose, Biozym; Hameln 
 
10x DNA-Probenpuffer:   25 % Ficoll 
    0,4 % Xylencyanol 
    0,4 % Bromphenolblau 
 
10x TAE-Laufpuffer:  48,4 g/l Tris-Base 
       20 ml/l 0,5M EDTA 
    11,4 ml/l Eisessig 
 
 
2.2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die nach Restriktion oder PCR-Reaktion erhaltenen DNA-Fragmente wurden im Agarosegel 
aufgetrennt, mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (QIAGEN) gemäß 
Herstellervorschrift aus der Gelmatrix isoliert und in Wasser aufgenommen. 
 
2.2.12 DNA-Ligation 
 
Ligation doppelsträngiger DNA erfolgte durch die T4-DNA-Ligase (Boehringer; Mannheim). 
10-50 ng des Vektors wurden hierzu mit 2-10 fachem molaren Überschuss des Inserts für 3h 
bei 37°C bzw. 24h bei 20°C inkubiert. Anschließend wurden kompetente Bakterien mit den 
Ligationsansätzen transformiert. 
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10x Ligationspuffer:  440 mM Tris/HCl (pH 8,0) 
    220 mM Tris/HCl (pH 7,4) 
    100 mM DTT 
    100 mM MgCl2
        5 µg/ml BSA 
      10 mM ATP 
 
 
 
2.2.13 Automatische DNA-Sequenzierung 
 
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf der Anregung und Detektion 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer vorgeschalteten PCR die entstandenen 
DNA-Stränge terminieren und gleichzeitig markieren. Die Sequenzierung erfolgte mit einem 
ABIprism Modell 310 Sequenzierer (Applied Biosystems; Weiterstadt). Zur Präparation der 
DNA-Proben wurde das PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing 
Kit (Perkin Elmer; Überlingen) verwendet. 
 
Ansatz der PCR-Reaktion: Terminator Premix      4 µl 
    DNA-Matrize       1 ng 
    Oligonukloetid-Primer   3-5 pmol 
    DMSO        1 µl 
    Wasser (ad iniectabilia)  ad  20 µl 
 
Die DNA-Matrize wurde in 25 Zyklen in einem Thermocycler unter Einbau 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide amplifiziert. Ein Reaktionszyklus bestand jeweils 
aus: 
    20 s 94°C Denaturierung 
    20 s 40°C Primer-Bindung 
    60 s 60°C DNA-Extension 
               240 s  60°C letzte Extension 
 
Nach durchgeführter Amplifikation wurde die DNA-Probe mit 10 µl 3 M NaOAc (pH5,2), 
250 µl 100% Ethanol und 80 µl H2O gefällt und abzentrifugiert (10 min, 14000g). Das DNA-
Sediment wurde mit 300 µl 70% Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 3,4 µl 
deionisiertem Formamid und 0,6 µl 50 mM EDTA (pH8,0) gelöst. Die Proben wurden 2 Min 
bei 90°C denaturiert, aufgetragen und die DNA-Fragmente mittels Kapillarelektrophorese 
aufgetrennt.  
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2.3 Allgemeine proteinchemische und immunologische Methoden 
 
2.3.1 Proteinisolierung aus Bakterien 
 
Zur Proteinisolierung wurden die Bakterien mit Trypsin/EDTA von den konfluent 
bewachsenen Petrischalen abgelöst und in 500 µl Lysispuffer aufgenommen. Nach einer 
Inkubationszeit von 5 Minuten wurden die Proteine bei 1000 rpm abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde dann verworfen. 
 
Triton-Lysis-Puffer:    20 mM Tris/HCl, pH 7,6 
                150 mM NaCl 
      10 mM NaF 
        1 % Triton X-100 
 
Inhibitoren:   1 mM NaVanadat 
    1 mM PMSF 
    5 mg/ml Aprotinin 
    5 mg/ml  Leupeptin 
 
 
2.3.2 Proteinmengenbestimmung nach Bradford 
 
Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen wurde ein Reagenz der Firma BioRad 
(München) verwendet, dessen Wirkprinzip auf der Methode nach Bradford basiert. 5 µl der zu 
untersuchenden Probe wurden mit Wasser auf 800 µl Gesamtvolumen verdünnt und mit 200 
µl BioRad Gebrauchslösung vermischt. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde die OD595 des Ansatzes bestimmt und die zugehörige Proteinkonzentration aus einer 
Eichgeraden abgelesen. Die Erstellung der Eichgeraden erfolgte mit Hilfe einer 
Verdünnungsreihe von 1-12 µg/µl BSA in Wasser. 
 
2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen nach der 
Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli. Die Elektrophorese erfolgte 
in einer vertikalen Flachgelkammer bei 10-30 mA (RT). Die Proben wurden in reduzierendem 
oder nichtreduzierendem 2x oder 4x Laemmli-Puffer aufgenommen und zur Denaturierung 
der Proteine 5 Min bei 95°C inkubiert. Vor dem Auftragen wurden die unlöslichen 
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Bestandteile durch Zentrifugation bei 14000g (1 min) abgetrennt. Als Standard wurde der 
RainbowTM-Marker (Amersham) entsprechend der Herstellerangaben eingesetzt. 
 
Acrylamidlösung:     30 % Acrylamid 
      0,8 % Bisacrylamid 
 
Trenngel:   6-15 % Acrylamid 
     375 mM Tris/HCl (pH8,8) 
      0,1 % SDS 
    0,02 % TEMED 
      0,1 % APS 
 
Sammelgel:        5 % Acrylamid 
     125 mM Tris/HCl (pH6,8) 
      0,1 % SDS 
    0,02 % TEMED 
      0,1 % APS 
 
SDS-Laufpuffer:   1,5 % Tris-Base (pH8,3) 
    7,2 % Glycin 
    0,5 % SDS 
 
4x Laemmli-Probenpuffer:   40 % Glycerin 
        8 % SDS 
    250 mM Tris/HCl (pH6,8) 
     0,4 % Bromphenolblau 
     120 % 2-Mercaptoethanol (bei reduzierendem Puffer) 
 
 
 
2.3.4 Western Blot (Elektroblot und Immundetektion) 
 
Um die Proteine nach Auftrennung in der SDS-PAGE für immunologische 
Nachweismethoden zugänglich zu machen, wurden sie durch Elektro-Transfer auf eine 
Immobilon-(PVDF)-Membran (Millipore; Eschborn) übertragen. Der Transfer erfolgte in 
einer Semi-Dry-Blot-Kammer mit diskontinuierlichem Puffersystem bei Raumtemperatur für 
1h bei 0,8 mA/cm2 Blotfläche. 
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Anodenpuffer I:      0,3 M Tris-Base 
        20 % Methanol 
 
Anodenpuffer II:   0,025 M Tris-Base 
         20 % Methanol 
 
Kathodenpuffer:    0,04 M ε-Aminocapronsäure 
        20 % Methanol 
     0,01 % SDS  
 
Nach dem Transfer wurde die Membran mit einer 10%igen Rinderserum-Albumin Lösung 
abgesättigt (1 h; RT) und anschließend dreimal 10 min mit TBS-N gewaschen. Die Membran 
wurde mit einer Lösung des ersten Antikörpers in TBS-N für 1 h bei Raumtemperatur unter 
gleichmäßigem Schwenken inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (je 10 min) mit TBS-N 
wurde der Antigen-Antikörper-Komplex durch Inkubation mit einem Peroxidase-konjugierten 
Sekundärantikörper (DAKO; Hamburg; 1:2000) in TBS-N markiert. Der entstandene 
Antigen-Antikörper-Antikörper-Komplex wurde mit Hilfe des ECL-Detektionssystems 
(Amersham Pharmacia Biotech; Freiburg) auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht. 
 
TBS-N:      10 mM Tris/HCl (pH7,4) 
    137 mM NaCl 
      0,1 % Nonidet P-40 
 
2.3.5 Immunpräzipitation 
 
 
Pro Präzipitationsansatz wurden die Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale (90-100% konfluent 
bewachsen) in 500 µl des Brij-Lysis-Puffers eingesetzt. Nach der Zugabe von 1 µg 
Antikörper pro Ansatz und Inkubation im Überkopfschüttler für 12-16 h bei 4°C wurden die 
Antigen-Antikörper-Komplexe mit 5 mg vorgequollener Protein-A-Sepharose 1 h bei 4°C im 
Überkopfschüttler präzipitiert. Nach dreimaligem Waschen der Präzipitate mit 500 µl Lysis-
Puffer wurde die Sepharose in 30 µl 2x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und die 
gebundenen Proteine durch Erhitzen auf 95°C für 10 min von der Sepharose abgetrennt. Nach 
erneuter Zentrifugation wurden die im Überstand vorhandenen Proteine im Western-Blot 
untersucht. 
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Brij-Lysis-Puffer:     20 mM Tris/HCl (pH7,6) 
     150 mM NaCl 
       10 mM NaF 
         1 % Brij 
 
   auf 10 ml: 100 µl NaVanadat 
     100 µl PMSF 
       25 µl Aprotinin 
       10 µl Leupeptin 
       15 µl Pepstatin A 
       20 µl EDTA 0,5 M 
 
 
2.3.6 Nicht radioaktiver Kinase-Assay (zwischen GST-JAK2JH1 wt bzw. ff und 
STAT3-Peptid) 
 
Pro Assayansatz wurden die mit GST-JAK2-JH1wt und GST-JAK2-JH1FF transfizierten 
Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale (90-100 % konfluent bewachsen) in 500 µl Kinase-
Assay-Lysis-Puffer eingesetzt. Im Anschluss erfolgte eine wie in 2.3.3 beschriebene 
Immunpräzipitation mit Glutathion-Sepharose für 4 h im Überkopfschüttler bei 4°C. Danach 
wurden die Ansätze je 4x mit 500µl des Kinase-Assay-Lysis-Puffers und je 2x mit 500µl des 
Kinase-Assay-Puffers gewaschen. Die Glutathion-Sepharose-Beads wurden schließlich in 800 
µl des Kinase-Assay-Puffers aufgenommen. Gleichzeitig erfolgte die Durchführung einer 
STAT3-Immunpräzipitation aus mit STAT3 transfizierten Zellen (ebenfalls 90-100% 
konfluent bewachsenen) und Hilfe eines STAT3-Antikörpers. Schließlich wurde dieser 
Ansatz durch einstündige Inkubation an Protein-A-Sepharose gekoppelt und nach 
sechsmaligem Waschen (siehe oben) in 1400µl des Kinase-Assay-Puffers aufgenommen. Zu 
diesem Ansatz wurden 14µl 1mM ATP hinzugefügt und das Gemisch schließlich auf drei 
Eppendorf-Gefäße zu je 400µl aufgeteilt. Zu zweien der Ansätze wurde nun die Glutathion-
Sepharose-Beads des Wildtyps hinzugefügt und zu einem Ansatz die der FF-Mutante. Die nun 
folgende Inkubation im Überkopfschüttler bei 4°C dauerte 20 Minuten. Nach Zentrifugation 
und Verwerfen der Überstände wurden die Gemische 10 Minuten bei 95°C mit 30µl 
2xLaemmli (+βSH) aufgekocht und dann auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, geblottet und 
gegen anti-pY-JAK2 (4G10) detektiert. 
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2.3.7 Radioaktiver Kinase Assay (zwischen GST-JAK2-JH1 und IL5βR/gp130) 
 
Pro Assayansatz wurden die Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale (90-100 % konfluent 
bewachsen) in 500 µl Kinase-Assay-Lysis-Puffer eingesetzt. Im Anschluss erfolgte eine wie 
in 2.3.3 beschriebene Immunpräzipitation mit GST-Sepharose für 4 h im Überkopfschüttler 
bei 4°C. Gleichzeitig wird der IL-5βR/gp130-Komplex mit 5µl IL5β-Antikörper für 45 
Minuten im Überkopfschüttler inkubiert und danach 45 Minuten wiederum im 
Überkopfschüttler an 100 µl Protein-A-Sepharose gekoppelt. Die Sepharose-Beads werden 
insgesamt viermal mit Kinase-Assay-Lysis-Puffer und zweimal mit Kinase-Assay-Puffer 
gewaschen und abzentrifugiert. Schließlich werden die abzentrifugierten IL5βR/gp130-Beads 
in 600µl Kinase-Assay-Puffer aufgenommen und auf drei Eppendorf-Röhrchen zu je 200µl 
verteilt. Die JAK-Beads (YY, FF, KD-Konstrukte)werden in je 400µl Kinase-Assay-Puffer 
aufgenommen und zu den vorbereiteten IL5βR/gp130-Beads gegeben. Zusätzlich erhält jeder 
der drei Ansätze 1mM γATP. Die drei Mischungen werden 15 Minuten im Überkopfschüttler 
inkubiert. Schließlich erfolgt eine Zentrifugation, wobei der Überstand verworfen wird. Die 
Ansätze werden mit je 30µl 2xLaemmli (+βSH) 10 Minuten bei 95° aufgekocht und dann auf 
ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Schließlich wird das Gel auf einen Film aufgelegt, 
welcher durch die Radioaktivität an entsprechender Stelle geschwärzt wird.  
 
 
Kinase-Assay-Lysis-Puffer:   10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 
        1 % Triton X-100 
      20 % Glycerol 
        5 mM EDTA 
      50 mM NaCl 
       
    auf 100 ml:   1 mM Na3VO4 
50 mM NaF 
 
Kinase-Assay-Puffer:    10 mM Hepes (pH 7,4) 
      50 mM NaCl 
 
    auf 100 ml:   5 mM MgCl2
        5 mM MnCl2 
      50 mM NaF 
      0,1 mM Na3VO4
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2.4 Erstellung der Sequenz-alignments und Generierung der JAK2  
Modell-Struktur 
 
Die alignments wurden mit Hilfe des BLAST Programms erstellt [107]. Dabei werden die 
bekannten Primärstrukturen anhand der konservierten Regionen der zu untersuchenden 
Proteine untereinander geschrieben. Unter Berücksichtigung von Sekundärstruktur-
Vorhersagen der Janus Kinasen und der strukturell wichtigen Aminosäuren gelöster Kinase-
Strukturen wurde das Sequenz-alignment anschließend manuell korrigiert.   
Die Generierung der Modell-Strukur von JAK2 erfolgte mit dem Programm WHATIF [108]. 
 
 
2.5 Klonierungen  
2.5.1  Klonierung der Konstrukte pEF-Flag-AX-YFP-JAK2∆JSI und pEF-Flag-AX-
YFP-JAK2-F1061A 
 
 
Der pEF-YFP-JAK2 Vektor wurde zunächst in kompetente JM110-Bakterien retransformiert 
und anschließend mini- bzw. maxipräpariert (siehe 2.2.5 und 2.2.6), da in JM83 das 
Schneiden mit dem BclI-Enzym nicht möglich wäre. Dann erfolgte der Verdau an den 
Schnittstellen NdeI und BclII.  
Die Deletion der JSI bzw. das Ersetzten des Phenylalanin 1061 durch Alanin erfolgte durch 
PCR-Ansätze. 
 
Primer: 
JAK2-JH1-∆JSI sense:  
5’ GGA TCC GGA AGT GGT AGC GGT AGC GGA ATG ATT GTG 3’  
JAK2-JH1-∆JSI antisense:  
5’ TCC GCT ACC GCT ACC ACT TCC GGA TCC GAT GTA TGT 3’ 
JAK2-JH1-JSI-F1061A sense: 
5’ CCG TGG AAG CTA TGC GAA TGA TTG GC 3’ 
JAK2-JH1-JSI-F1061A antisense: 
5’ CGC ATA GCT TCC ACG GGT GGA CTT TTA CTC 3’ 
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2.5.2  Klonierung der Konstrukte pcDNA3-GST-JAK2-JH1-∆JSI und  
pcDNA3-GST-JAK2-JH1-F1061A  
 
Der pcDNA3-Gst-JAK2-JH1 Vektor wurde mit den Enzymen Van91 und NheI verdaut. 
Ebenso wurden die zuvor klonierten Konstrukte aus 2.4.1 mit Van91 und NheI verdaut. 
Anschließend erfolgte die Ligation. 
 
2.5.3 Klonierung der Konstrukte pSVL-JAK2-∆JSI und pSVL-JAK2-JSI-F1061A 
 
Der pSVL-JAK2 Vektor wurde mit den Enzymen NheI und CelII verdaut. Als Insert wurden 
wiederum die aus 2.4.1 klonierten Konstrukte, die ebenfalls mit NheI und CelII geschnitten 
wurden, verwendet. Anschließend erfolgte die Ligation. 
 
2.5.4 Klonierung der Konstrukte pSVL-JAK2-M1062A, -M1064A, -I1065A 
 
Die Einführung der Punktmutationen M1062A, M1064A und I1065A in den Vektor pSVL-
JAK2 erfolge mittels des Quick-Change Kits der Firma Stratagene nach Herstellerangaben. 
Als template diente der Vektor pSVL-JAK2-RK. Aus diesem Vektor wurde der Bereich mit 
der neu eingebrachten Punktmutation unter Zuhilfenahme der Restriktionsschnittstellen Nde1 
und Nhe1 in den Vektor pSVL-JAK2 eingebracht. Der neu in den Vektor eingebrachte 
Bereich wurde anschließend durch Sequenzierung überprüft.     
 
Primer:  
M1062A sense:  
5´-GTCCACCCGTGGAATTTGCGCGAATGATTGGCAATGATA-3´ 
M1062A antisense:  
5`-TATCATTGCCAATCATTCGCGCAAATTCCACGGGTGGAC-3´ 
M1064A sense:  
5`-CCCGTGGAATTTATGCGAGCGATTGGCAATGATAAACAAGG-3´ 
M1064A antisense: 
5`-CCTTGTTTATCATTGCCAATCGCTCGCATAAATTCCACGGG-3´ 
I1065A sense:  
5`-CGTGGAATTTATGCGAATGGCTGGCAATGATAAACAAGGGC-3´ 
I1065A antisense: 5`-GCCCTTGTTTATCATTGCCAGCCATTCGCATAAATTCCACG-3´ 
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2.5.5 Klonierung des Konstrukts pSVL-JAK2-∆JH1 
 
Als Template für die folgenden PCRs wurde pSVL-JAK2 verwendet. Das Prinzip dieser 
Klonierung basiert auf einer PCR, die die JH1 eliminiert. 
Der sense-Primer führt hinter SandI ein Stop-Codon ein und überlappt dann mit der Sequenz 
nach NheI. Der antisense-Primer enthält die Schnittstellen BamHI, SacI und XmaI. Das PCR-
Produkt besteht dann aus ca. 190 Basenpaaren und kann durch Schneiden mit den Enzymen 
SandI und SacI in den Vektor pSVL-JAK2 eingefügt werden.  
Primer: 
pSVL-JAK2-∆JH1 sense:  
TCT AGG GAC CCT TAG TGC TAG CTA GGC AGA AGA AAC TGT GAC GCC 
 
pSVL-JAK2-∆JH1 antisense: 
TCTGGATCCGAGCTCCCCGGGCTGCAGGAATTCCTGCAGC 
   BamH1  Sac1  XmaI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 43
3 Ergebnisse 
 
3.1 Alignment  der Src-, FGFR-, IR-, JAK2-Kinase-Domänen und der 
PseudoKinase-Domäne von JAK2 mit 
Sekundärstrukturvorhersage 
 
 
SRC : KPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLGQGCFGEVWMGTW........NGTTRVAIKTLKP..GTMSPEAFLQEAQVMKKL.RHE 
FGFR: MVAGELPEDPRWELPRDRLVLGKPLGEGCFGQVVLAEAIGLDKDKPNRVTKVAVKMLKSDATEKDLSDLISEMEMMKMIGKHK 
IR  : ...SSVFVPDEWEVSREKITLLRELGQGSFGMVYEGNARDIIK..GEAETRVAVKTVNESASLRERIEFLNEASVMKGF.TCH 
JAK2: GFSGAFEDRDPTQFEERHLKFLQQLGKGNFGSVEMCRYDPLQD...NTGEVVAVKKLQH.STEEHLRDFEREIEILKSL.QHD 
J2
 
KL: ..................LIFNESLGQGTFTKIFKGVRREVGDYGQLHKTEVLLKVLDK.AHRNYSESFFEAASMMSQL.SHK 
SRC : KLVQLYAVVSEEP...IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETG..............KYLRLPQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRD 
FGFR: NIINLLGACTQDGP..LYVIVEYASKGNLREYLQARRPPGLEYCYNPSHNPEEQLSSKDLVSCAYQVARGMEYLASKKCIHRD 
IR  : HVVRLLGVVSKGQP..TLVVMELMAHGDLKSYLRSLRPEAENNPGR......PPPTLQEMIQMAAEIADGMAYLNAKKFVHRD 
JAK2: NIVKYKGVCYSAGRRNLRLIMEYLPYGSLRDYLQKHK...............ERIDHKKLLQYTSQICKGMEYLGTKRYIHRD 
J2KL: HLVLNYGVCVCGEE..NILVQEFVKFGSLDTYLKKNK...............NSINILWKLGVAKQLAWAMHFLEEKSLIHGN 
 
 
SRC : LRAANILVGENLVCKVADFGLARLI...EDNEYTARQGAKFPIKWTAPEAALYGRF.TIKSDVWSFGILLTELTTK 
FGFR: LAARNVLVTEDNVMKIADFGLARDI..HHIDYYKKTTNGRLPVKWMAPEALFDRIY.THQSDVWSFGVLLWEIFTL 
IR  : LAARNCMVAHDFTVKIGDFGMTRDI..YETDYYRKGGKGLLPVRWMAPESLKDGVF.TTSSDMWSFGVVLWEITSL 
JAK2: LATRNILVENENRVKIGDFGLTKVL.PQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTESKF.SVASDVWSFGVVLYELFTY 
J2KL: VCAKNILLIREEDRRTGNPPFIKLSDPGISITVLPKDILQERIPWVPPECIENPKNLNLATDKWSFGTTLWEICSG                         
 
          =====JSI===== 
SRC : GRVPY...............PGMVNREVLDQVERGYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFT 
FGFR: GGSPY...............PGVPVEELFKLLKEGHRMDKPSNCTNELYMMMRDCWHAVPSQRPTFKQLVEDLDRIVAL 
IR  : AEQPY...............QGLSNEQVLKFVMDGGYLDQPDNCPERVTDLMRMCWQFNPKMRPTFLEIVNLLKDDLHP 
JAK2: IEKSKSPPVEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELLKSNGRLPRPEGCPDEIYVIMTECWNNNVSQRPSFRDLSFGWIKCGTV 
J2KL: GDKPL...............SALDSQRKLQFYEDKHQLPAP..KWTELANLINNCMDYEPDFRPAFRAVIRDLNSLFTP 
 
 
Abbildung 3.1: Aminosäuresequenz der Src-, FGFR-, IR-, JAK2-Kinase-Domänen. Mit dem 
Predict Protein Programm konnten die entsprechenden Sekundärstrukturen vorhergesagt werden. So 
sind vorhergesagte α-Helices rot, vorhergesagte β-Stränge grün und loop-Regionen blau 
gekennzeichnet. Das konservierte Glycin vor dem katalytisch wichtigen DFG-Motiv wurde gelb 
unterlegt. Hellblau unterlegt ist wie das Doppeltyrosinmotiv. Grau unterlegt wurde die JAK-spezifische 
Insertion, die sich als loop-Region darstellt. 
 
 
Das hier vorliegende alignment diente uns als Grundlage für die Erstellung des 
Strukturmodells der Kinase-Domäne von JAK2.  
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 44
3.2 Zusammenfassende Abbildung der generierten Konstrukte 
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YFP
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YFP
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JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
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JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
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JH7  JH6  JH5  JH4  JH3  JH2
 
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Die für dieses Projekt 
neu generierten Konstrukte sind durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet. Zunächst wurden die 
Konstrukte der isolierten Kinasedomäne im pEF-YFP-Vektor und im pcDNA3-GST-Vektor generiert. 
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Anschließend erfolgte die Erstellung der Konstrukte im full-length-Kontext mit Fluoreszenz-tag. 
Schließlich klonierten wir die Mutanten im full-length-Kontext ohne Fluoreszenz-tag. 
 
 
3.3 Experimente mit den Konstrukten in pcDNA3-GST-JAK2-JH1 
3.3.1 Überprüfung der Funktionalität des Konstrukts pcDNA3-GST-JAK2-JH1wt 
 
Zum Nachweis der Funktionalität des Konstrukts pcDNA3-GST-JAK2-JH1wt wurden sowohl 
ein radioaktiver als auch ein nicht-radioaktiver Kinase-Assay durchgeführt (siehe 2.3.6 und 
2.3.7). In beiden Assays konnte gezeigt werden, dass das Konstrukt pcDNA3-GST-JAK2-
JH1wt wie erwartet zur Autophosphorylierung fähig ist (Abb. 3.3 und Abb. 3.4). Als 
Kontrollen wurden eine FF-Mutante (Abb. 3.3 und Abb. 3.4) und eine KD-Mutante (Abb. 3.4) 
eingesetzt, die keine Kinase-Aktivität besitzten. Die FF-Mutante, in der die beiden Tyrosine 
der Aktivierungsschleife zu Phenylalaninen mutiert sind, kann nicht autophosphorylieren, da 
in der Mutante das entsprechende Phosphorylierungsmotiv fehlt. Die KD-Mutante kann kein 
ATP mehr binden und ist somit inaktiv. Die beiden Experimente zeigen, dass das Konstrukt 
GST-JAK2-JH1-wt aktiv ist und als Positiv-Kontrolle für weitere Studien verwendet werden 
kann.     
 
     
 
 
 
Abbildung 3.3: Nicht-radioaktiver Kinase-Assay. Pro Ansatz wurden die mit pcDNA3-GST-JAK2-
JH1wt und pcDNA3-GST-JAK2-JH1FF transfizierten COS7-Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale 
eingesetzt. Im Anschluss erfolgte eine wie in 2.3.3 beschriebene Präzipitation mit Glutathion-
Sepharose. Die Glutathion-Sepharose-Beads wurden in Kinase-Assay-Puffer aufgenommen. Zu 
diesem Ansatz wurde 1mM ATP hinzugefügt und das Gemisch schließlich auf zwei Eppendorf-Gefäße 
aufgeteilt. Zu den Ansätzen wurde nun die Glutathion-Sepharose-Beads des Wildtyps oder der FF-
Mutante hinzugefügt. Nach Inkubation im Überkopfschüttler und Zentrifugation wurden die Proben auf 
ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, geblottet und phosphoryliertes JAK2 mit einem Phosphotyrosin 
Antikörper (4G10) detektiert. 
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Abbildung 3.4: Radioaktiver Kinase-Assay. Pro Assayansatz wurden die mit verschiedenen JAK-
Konstrukten transfizierten COS7-Zellen einer 10 cm-Zellkulturschale eingesetzt. Im Anschluss erfolgte 
eine wie in 2.3.3 beschriebene Präzipitation mit GST-Sepharose. Die JAK-beads (YY, FF, KD-
Konstrukte) wurden in Kinase-Assay-Puffer aufgenommen und nach der Zugabe von 1mM [32P]-γATP 
im Überkopfschüttler inkubiert. Dann erfolgte eine Zentrifugation, wobei der Überstand verworfen 
wurde. Die Ansätze wurden auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Schließlich wurde das Gel auf 
einen Film aufgelegt, welcher durch die Radioaktivität an entsprechender Stelle schwärzte.  
 
 
 
 
3.3.2 Überprüfung der Aktivität der generierten Mutanten pcDNA3-GST-JAK2-JH1-
∆JSI und pcDNA3-GST-JAK2-JH1-JSI-F1061A 
 
Zur Überprüfung der Expression der neu generierten Konstrukte pcDNA3-GST-JAK2-JH1-
∆JSI und pcDNA3-GSTJAK2-JH1-F1061A wurden je 3 µg der DNA eines jeden Konstruktes 
in COS7-Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente das Wildtyp-Konstrukt pcDNA3-GST-
JAK2-JH1, dessen Aktivität ja zuvor schon überprüft wurde. Die Zellen wurden aufgearbeitet 
und auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, geblottet und gegen GST detektiert (siehe Abb. 
3.4.1). Es zeigte sich, dass beide Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt kaum 
exprimiert werden. Dies könnte darauf hinweisen, dass die strukturelle Integrität des Proteins 
durch die Deletion der JSI bzw. die F1061A Mutante beeinträchtigt ist. 
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Abbildung 3.5: Western Blot von Zelllysaten der generierten Mutanten (pcDNA3-GST-JAK2-
JH1deltaJSI und pcDNA3-GST-JAK2-JH1-F1061A) und des Wildtyp-Konstrukts nach 
Transfektion von gleichen Mengen (3µg) cDNA. Nach Transfektion von COS7-Zellen mit gleich 
großen Mengen cDNA wurden Zelllysate mit Triton-Lysis-Puffer hergestellt und nach 
Proteingehaltbestimmung auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Die Detektion nach Western Blot 
erfolgte gegen GST. Zu sehen ist der gut exprimierte Wildtyp (Spur 1) gegenüber der sehr schwach 
exprimierten Punktmutante (Spur 3) und dem schlecht exprimierten Deletionskonstrukt (Spur 2). Gut 
zu erkennen ist, dass das deletierte Konstrukt ∆JSI im Gel knapp unter dem Wildtyp und der 
Punktmutante läuft. 
 
 
Wie in der Abbildung 3.5 gut zu erkennen ist, mussten zur Aktivitätsuntersuchung der 
Mutanten zunächst deren Expressionsspiegel angepasst werden. Hierzu wurden in mehreren 
Experimenten die zu transfizierenden DNA-Mengen der Mutanten erhöht. Schließlich konnte 
ermittelt werden, dass die Expression beider Mutanten mit der des Wildtyp Konstrukts 
vergleichbar ist, wenn sie im hundertfachen Überschuss transfiziert werden (siehe Abbildung 
3.6). 
Nach Angleichen der Expressionsspiegel wurden zur Aktivitätsüberprüfung der Konstrukte 
COS7-Zellen mit 200 ng Wildtyp-DNA und 20 µg DNA der jeweiligen Mutante transfiziert. 
Abbildung 3.6 zeigt, dass beide Mutanten (Spur 2 und 3) auch bei angeglichenem 
Expressionsspiegel (Abb. 3.6 unten) keine Kinaseaktivität mehr besitzen (Abb. 3.6 oben). Die 
bei Überexpression der Janus Kinasen übliche Autophosphorylierung bleibt aus.  
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Abbildung 3.6: Western Blot von Zelllysaten der generierten Mutanten (pcDNA3-GST-JAK2-
JH1-∆JSI und pcDNA3-GST-JAK2-JH1-F1061A) und des Wildtyp Konstrukts nach Angleichen 
der Expressionsspiegel: COS7-Zellen wurden mit 200 ng der Wildtyp-DNA und je 20 µg der DNA 
der Mutanten transfiziert. Die Herstellung der Zelllysate erfolgte mit Triton-Lysis-Puffer. Nach 
Durchführung einer SDS-PAGE mit 10 %igem Gel erfolgte der Western Blot mit anschließender 
Detektion gegen GST als Expressionskontrolle (unterer Blot) und gegen Phosphotyrosin (4G10) als 
Aktivitätskontrolle (oberer Blot). Das Experiment zeigt, dass beide bis zu diesem Zeitpunkt generierten 
Konstrukte (Spur 2 und 3) keine Kinaseaktivität mehr besitzen. 
 
 
Die Untersuchungen mit den GST-JAK2-JH1 Fusionsproteinen zeigen eindeutig, dass sowohl 
eine Deletion der JSI als auch die Punktmutation F1061A zum totalen Verlust der Kinase-
Aktivität der isolierten Kinase-Domäne führt. Dies bestätigt unsere Hypothese, dass die von 
uns identifizierte JSI-Region wichtig für die Aktivität der Janus Kinase ist.  
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3.4 Experimente mit den Konstrukten in pSVL-JAK2  
3.4.1 Expression von pSVL-JAK2-wt, pSVL-JAK2-∆JSI und pSVL-JAK2-F1061A in 
COS7-Zellen   
 
Um den Aktivitätsnachweis der Konstrukte auch im Kontext des gesamten JAK2 Proteins 
durchführen zu können, wurden die Deletion der JSI und die Punktmutation F1061A nun 
ebenfalls in das pSVL-JAK2 Konstrukt gebracht. Nach Transfektion von COS7-Zellen mit je 
10 µg DNA des Wildtyps und der Konstrukte, erfolgte die Herstellung von Zelllysaten mit 
Brij-Lysis-Puffer. Diese durchliefen sowohl den SDS-PAGE als auch den Western Blot und 
wurden schließlich gegen JAK2 zur Expressionskontrolle und gegen Phosphotyrosin zur 
Kontrolle der Autophosphorylierung detektiert. Eine Anpassung der zu transfizierenden 
DNA-Mengen war im full-length-Kontext nicht nötig (siehe Abbildung 3.7). 
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Abbildung 3.7: Expression der pSVL-JAK2-full-length-Konstrukte (Wildtyp, ∆JSI, F1061A) in 
COS7-Zellen. COS7-Zellen wurden mit je 10 µg DNA der entsprechenden Konstrukte transfiziert. Die 
mit 1%igem Brij-Lysis-Puffer erstellten Zelllysate durchliefen ein 10%iges SDS-Gel und wurden nach 
Durchführung eines Western Blots gegen JAK2 zur Expressionskontrolle und gegen Phosphotyrosin 
(Gemisch der Antikörper pY99 und 4G10) zur Aktivitätskontrolle detektiert. Sowohl der Wildtyp als 
auch die beiden Mutanten zeigten eine gute Expression (unterer Blot), jedoch wiesen auch in diesem 
Experiment im full-length-Kontext die Konstrukte keine Kinaseaktivität mehr auf (oberer Blot). 
 
 
 
Die Expression der full-length-Konstrukte bestätigte die Ergebnisse der Expression der 
Mutationen in der isolierten Kinase-Domäne, indem sich auch hier zeigte, dass trotz gleicher 
Expression die beiden Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp keine Autophosphorylierung 
mehr aufweisen. Es konnte in diesem Experiment darauf verzichtet werden, die transfizierten 
cDNA Mengen der Mutanten zu erhöhen, um gleiche Expressionsspiegel zu erhalten. Dies 
deutet auf einen strukturellen Schaden innerhalb der beiden mutierten Proteine hin, der sich in 
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erheblich größerem Maße auswirkt, wenn die isolierte Kinase-Domäne exprimiert wird. Im 
Kontext des gesamten Proteins können die Mutanten demnach zum Teil stabilisiert werden. 
Der stabilisierende Effekt zeigt sich jedoch nicht in allen Versuchen (vgl. Abbildung 3.8). 
 
3.4.2 Transfektion der Mutanten pSVL-JAK2-F1061A, pSVL-JAK2-M1062A, pSVL-
JAK2-F1064A, pSVL-JAK2-I1065A sowie pSVL-JAK2-∆JSI in COS7-Zellen 
 
Zu diesem Zeitpunkt meiner Arbeit wurde deutlich, dass weitere Punktmutationen innerhalb 
der JSI nötig waren, um seiner möglichen Rolle näher auf die Spur zu kommen. Hierzu 
wurden drei weitere Konstrukte im full-length-Kontext generiert: pSVL-JAK2-M1062A, 
pSVL-JAK2-M1064A und pSVL-JAK2-I1065A. Hierbei handelt es sich um konservierte 
hydrophobe Aminosäuren in der JSI. 
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Abbildung 3.8: Transfektion von COS7-Zellen mit pSVL-JAK2-Wildtyp sowie den Mutanten  
pSVL-JAK2-F1061A, pSVL-JAK2-M1062A, pSVL-JAK2-M1064A, pSVL-JAK2-I1065A und pSVL-
JAK2-∆JSI. COS7-Zellen wurden mit je 3 µg DNA der entsprechenden Konstrukte transfiziert. Die mit 
1%igem Brij-Lysis-Puffer hergestellten Zelllysate durchliefen eine 12%iges SDS-PAGE und wurden 
nach Durchführung eines Western Blots gegen JAK2 zur Expressionskontrolle und gegen 
Phosphotyrosin (4G10/pY99) zur Aktivitätskontrolle detektiert.  
 
Sowohl der Wildtyp als auch die Mutanten M1062A (Spur 4) und M1064A (Spur 5) zeigten 
eine gute Expression, während die Mutante I1065A (Spur 6) und vergleichbar mit den 
Experimenten zuvor die Mutanten F1061A (Spur 3) und ∆JSI (Spur 7) eine drastisch 
reduzierte Expression aufweisen (unterer Western Blot). Die Aktivitätskontrolle mit Detektion 
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gegen Phosphotyrosin bestätigte bei den Mutanten F1061A (Spur 3) und ∆JSI (Spur 7) das 
Ergebnis der vorangegangenen Experimente und zeigte keine Aktivität mehr. Ebenfalls nicht 
zur Autophosphorylierung fähig ist die I1065A Mutante (Spur 6).  
Zusammen mit den vorher erzielten Ergebnissen deuten diese Daten an, dass beide 
Punktmutationen sowie die Deletion der JSI die strukturelle Integrität der Kinase 
beeinträchtigen könnten. 
Die M1064A Mutante (Spur 5) zeigt im anti-JAK2 Blot einen mit dem Wildtyp und der 
M1062A (Spur 4) Mutante eine vergleichbare Expression, jedoch eine äußerst geringe 
Autophosphorylierung im Antiphosphotyrosin-Blot. 
 
Aus diesem Experiment ist die deutliche Aktivität/Autophosphorylierung der M1062A 
Mutante (Spur 4) hervorzuheben. Obwohl sie in Abbildung 3.5 einen geringeren 
Expressionsspiegel im JAK2-Blot im Verglaich zum Wildtyp zeigt, ist die Bande im 
Antiphosphotyrosin-Blot stärker als die des Wildtyps, was für eine Hyperaktivität dieser 
Mutante gegenüber dem Wildtyp im full-length-Kontext spricht. 
 
3.4.3 Ko-Transfektion der Mutanten pSVL-JAK2-F1061A, pSVL-JAK2-M1062A, 
pSVL-JAK2-M1064A, pSVL-JAK2-I1065A sowie pSVL-JAK2-∆JSI mit 
SOCS3 in COS7-Zellen 
 
In diesem Experiment sollte überprüft werden, inwieweit die Mutanten fähig sind, andere 
Proteine, wie zum Beispiel SOCS3, zu phosphorylieren. Da gezeigt wurde, dass Janus 
Kinasen bei Überexpression den feedback Inhibitor SOCS3 phosphorylieren können [109], 
wurden COS7-Zellen mit je 3 µg DNA der jeweiligen Mutanten und 2 µg DNA von SOCS3 
transfiziert. Nach Herstellung der Zelllysate mit Triton-Lysis-Puffer wurden diese auf ein 
SDS-Gel aufgetragen und nach Elektrophorese schließlich im Western Blot gegen 
Phosphotyrosin analysiert. Die Gegenfärbungen wurden mit Anti-SOCS3 und Anti-JAK2 
durchgeführt. 
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Abbildung 3.9: Ko-Transfektion der JAK-Mutanten mit SOCS3.  Es wurde eine Ko-Transfektion 
von COS7-Zellen mit 3 µg DNA der JAK-Mutanten mit 2 µg DNA von SOCS3 durchgeführt. Nach 
Herstellung der Zelllysate mit 1%igem Brij-Lysis-Puffer wurden diese auf ein 12%iges SDS-Gel 
aufgetragen und gegen Phosphotyrosin, JAK2 und SOCS3 gefärbt. Sowohl die M1062A Mutante als 
auch die M1064A Mutante zeigen eine Phosphorylierung von SOCS3, wobei diese bei der M1062A 
Mutante deutlich ausgeprägter ist, was zu dem Ergebnis des vorausgegangenen Experiments passt, 
in dem die M1062A Mutante die deutlichste Autophosphorylierung zeigte. 
 
In Abbildung 3.9 zeigen die JAK2 Mutanten eine annähernd gleiche Expression. Es wird 
sichtbar, dass die M1062A Mutante (Spur 4) fähig ist, trotz etwas geringerem 
Expressionsspiegel gegenüber den anderen Mutanten, SOCS3 am stärksten zu 
phosphorylieren. Somit besitzt diese Mutante nicht nur das stärkste 
Autophosphorylierungspotenzial, sondern auch die Fähigkeit zur Tyrosinphosphorylierung 
von SOCS3. Die F1061A Mutante (Spur 3) und die I1065A Mutante (Spur 6) phosphorylieren 
SOCS3 gar nicht und die M1064A Mutante (Spur 5) zeigt eine geringere Phosphorylierung 
von SOCS3 als die M1062A Mutante (Spur 4). 
Wie in den vorausgegangenen Versuchen zeigten die Mutanten F1061A, I1065A und ∆JSI 
keine Autophosphorylierung. Somit ist auch in diesem Experiment die M1062A Mutante 
herausragend, da sie die einzige der generierten Mutanten ist, die sowohl weiterhin zur 
starken Autophosphorylierung als auch zur Tyrosinphosphorylierung von SOCS3 fähig ist. 
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3.4.3 Ko-Transfektion von pEF-YFP-JAK2-JH1-wt und pSVL-JAK2-wt bzw. –
F1061A, -M1062A, -M1064A und -I1065A 
 
Um zu prüfen, ob die inaktiven JAK2-Mutanten von einer aktiven Wildtyp-JAK2 
phosphoryliert werden können, wurde das gelb fluoreszierende pEF-YFP-JAK2-JH1-wt mit 
den generierten full length Mutanten oder der Wildtyp JAK2 im pSVL Vektor kotransfiziert. 
Das neu generierte Konstrukt pEF-YFP-JAK2-JH1-wt, bei dem die JAK2-JH1-Domäne mit 
einem yellow fluorescent protein (YFP) fusioniert ist, wurde dem vorher benutzten GST-
JAK2-JH1-wt Konstrukt vorgezogen, da YFP-Antikörper im Vergeich zu GST-Antikörpern 
in der Regel bessere Resultate im Western Blot zeigen.  
COS7-Zellen wurden mit je 2µg DNA der isolierten Kinasedomäne und mit je 2µg DNA der 
Mutanten im full-length-Kontext transfiziert. Nach Herstellung der Zelllysate mit Triton-
Lysis-Puffer wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und schließlich nach Western 
Blot gegen Phosphotyrosin analysiert. Die Gegenfärbungen erfolgten mit Anti-JAK2 und 
Anti-GFP durchgeführt.  
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Abbildung 3.10: Ko-Transfektion der JAK full length-Mutanten (pSVL-Vektor) mit der isolierten 
Kinasedomäne (YFP-JAK2-JH1-wt). COS7-Zellen wurden mit YFP-JAK2-JH1wt und den jeweiligen 
Mutanten in pSVL-JAK2 kotransfiziert. Dabei wurden jeweils 2µg DNA verwendet. Die Aufarbeitung 
der Zellen erfolgte mit Triton Lysis Puffer. Die Zelllysate durchliefen ein 12%iges Gel und wurden 
schließlich nach der Durchführung des Western Blots gegen Phosphotyrosin und in der Gegenfärbung 
gegen JAK2 und GFP gefärbt. Der Western Blot zeigt, dass die Mutanten F1061A, M1064A und 
I1065A trotz aktivierter YFP-JAK2-JH1wt-Domäne, keine Phosphorylierung zeigen. Die M1062A 
Mutante hingegen ist auch in diesem Experiment deutlich tyrosinphosphoryliert. 
 
 
Abbildung 3.10 zeigt, dass die Mutanten pSVL-JAK2-JH1-F1061A (Spur 4), -M1064A (Spur 
6) und -I1065A (Spur 7) auch bei Kotransfektion mit der konstitutiv aktiven Kinasedomäne 
YFP-JAK2-JH1wt nicht durch diese phosphoryliert werden können. Die M1062A Mutante 
(Spur 5) hingegen zeigt eine deutliche Tyrosinphosphorylierung und weist damit auch in 
diesem Experiment Aktivität auf. Sie zeigt bei geringerem Expressionsspiegel gegenüber dem 
Wildtyp eine stärkere Phosphorylierung, ist also im Vergleich zum Wildtyp wieder hyperaktiv.  
Die gesteigerte Autophosphorylierung der M1062A Mutante (Spur 5) zeigt, dass die JSI die 
Kinase-Aktivität von JAK2 beeinflusst. 
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4 Diskussion 
 
Im Rahmen meiner Untersuchungen identifizierte ich eine für Janus Kinasen spezifische 
Insertion innerhalb der Kinase-Domäne von JAK2, die wir „Janus spezifische Insertion“ (JSI) 
nannten und die eine Rolle für die Kinase-Aktivität des Enzyms spielt. Wir zeigten, dass 
bestimmte Mutationen in der JSI von JAK2 zum Verlust der Kinase-Aktivität 
führten,andererseits wurde eine weitere Mutation gefunden, die zu einer hyperaktiven JAK2 
führte.      
 
4.1  Ergebnisse dieser Studie  
Nach erfolgreicher Generierung der Mutanten JAK2-JH1-∆JSI und JAK2-JH1-F1061A im 
Kontext der isolierten, mit einem GST-Tag versehenen Kinasedomäne erfolgte die wie in 3.2 
beschriebene Expression derselben im Vergleich zur Wildtyp-JAK2. Das Experiment zeigte 
eine sehr gute Expression des Wildtyp-Konstruktes, jedoch kaum eine Expression der beiden 
Mutanten (Abb. 3.5). Auch nach der Angleichung der Expressionsspiegel ergab sich wie zu 
erwarten eine gute Autophosphorylierung im Fall der Wildtyp-JAK2, jedoch keine 
Phosphorylierung der generierten Mutanten (Abb. 3.8).  
Im weiteren Verlauf der Studie generierten wir diese beiden Mutanten im Kontext der full-
length JAK2 (JAK2-∆JSI und JAK2-F1061A). Zusätzlich wurden weitere Punktmutanten 
(JAK2-M1062A, JAK2-M1064A und  JAK2-I1065A) hergestellt. Hierbei zeigte sich, dass die 
Mutanten JAK2-∆JSI, JAK2-F1061A und JAK2-I1065A nicht in allen Experimenten 
vergleichbar gut wie Wildtyp-JAK2 exprimiert wurden (vgl. Abb. 3.8). Zudem war bei diesen 
Mutanten keine Autophosphorylierung mehr nachweisbar (vgl. Abb. 3.8, 3.9 und 3.10). Diese 
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Mutationen in JAK2 (JAK2-∆JSI, JAK2-F1061A 
und JAK2-I1065A) die strukturelle Integrität der Kinase stören könnten.  
Im Vergleich zu den genannten Mutanten zeigte M1064A eine mit der Wildtyp-JAK2 
vergleichbare Expression, jedoch eine deutlich geringere Autophosphorylierung (vgl. Abb. 
3.8 und 3.9). Das Verhalten dieser Mutante könnte sich folgendermaßen erklären lassen. Wie 
in Abbildung 1.7B gezeigt, bildet die JSI laut Sekundärstrukturvorhersagen eine α-Helix aus. 
Wir postulieren aus den eben erwähnten Gründen, dass die Seitenketten der Aminosäuren 
F1061 und I1065 strukturell wichtig und somit in der Struktur vergraben sind (siehe Abb. 4.3). 
Das impliziert, dass die dem I1065 in der Helix direkt benachbarte Aminosäure M1064 zum 
Teil in der Struktur vergraben ist. Da sich die M1064A Mutante noch autophosphoryliert,  
Diskussion 56
scheint diese die strukturelle Integrität der Kinase-Domäne weniger zu beeinflussen als 
F1061A und I1065A.  
Als besonders interessant erwies sich die M1062A Mutante. Sie zeigt im Vergleich zum 
Wildtyp eine stärkere Autophosphorylierung als Wildtyp JAK2 (Abb. 3.8, 3.9 und 3.10) und 
kann zudem andere Proteine wie z.B. SOCS3 phosphorylieren (Abb. 3.9). Diese Mutante ist 
hyperaktiv und könnte wichtige Hinweise für die Regulation der Kinase-Aktivität der Janus 
Kinasen liefern.  
   
Im Folgenden sollen Publikationen zur Regulation der Janus Kinase 2 unter Berücksichtigung 
der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse diskutiert werden.   
 
4.2  Zur Rolle der Pseudokinase-Domäne bei der Regulation der  
JAK2 Kinase-Aktivität 
Saharinen et al. zeigten, dass die Pseudokinase-Domäne von JAK2 für die Negativregulation 
der Kinase-Domäne von JAK2 und die durch JAK2 vermittelte STAT5-Aktivierung 
verantwortlich ist [46]. In Experimenten mit einem Pseudokinasen-Deletionskonstrukt von 
JAK2 war die Kinase-Aktivität zehnfach erhöht und auch die STAT5-Aktivierung war stärker 
als die von Wildtyp JAK2. Außerdem zeigten Saharinen et al. mit einem Deletionskonstrukt 
∆JH3-7, dass die isolierte Kinase-Domäne JH1 mit der Kinase-Domäne und der 
Pseudokinase-Domäne interagiert, nicht jedoch mit ∆JH3-7. Die Domänen JH3 bis JH7 haben 
demnach mit der Regulation der Kinase-Aktivität nichts zu tun.  
In weiteren Experimenten wurde deutlich, dass auch das Pseudokinase-Deletionskonstrukt 
von JAK3 zu erhöhter Kinase-Aktivität und stärkerer STAT5-Aktivierung führte [110 ]. 
Beide Pseudokinasen-Domänen, sowohl von JAK2 als auch von JAK3, haben ähnliche 
Eigenschaften, sodass die Pseudokinase-Domäne von JAK2 die Aktivität von JAK3 hemmen 
kann [110]. Weiterhin spielt die Pseudokinase-Domäne von JAK2 eine Rolle bei der 
Aktivierung der Signalkaskade durch Zytokine, denn die Stimulation mit IFNγ zeigt keine 
weitere Steigerung der Kinase-Aktivität des Pseudokinasen-Deletionskonstrukts [110]. 
In weitergehenden Studien konnten von Saharinen et al. drei Regionen innerhalb der 
Pseudokinase-Domäne von JAK2, die für die Hemmung der Kinase-Aktivität von JAK2 
verantwortlich sind, identifiziert werden. Diese liegen am C-Terminus der Kinase-Domäne 
(Aminosäuren 758-807 und Aminosäuren 725-757) und in der N-terminalen Schleife 
(Aminosäuren 619-670). 
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4.3  Punktmutationen, die zur konstitutiven Aktivierung von JAK2 
führen 
Luo et al. identifizierten eine erste Aminosäure innerhalb der Pseudokinase-Domäne von 
JAK2, die für die Regulation der Kinase-Aktivität wichtig ist. Die Glutaminsäure E665 wurde 
durch Lysin ersetzt, was zu einer gesteigerten Autophosphorylierung und einer stärkeren 
Aktivierung von STAT5 der E665K Mutante führte [111]. 
Auch Argetsinger et al. und Feener et al. fanden eine Aminosäure innerhalb der 
Pseudokinase-Domäne von JAK2, die für die Negativregulation verantwortlich ist. Tyrosin 
Y570 wurde zu Phenylalanin mutiert, wodurch es zu einer gesteigerten Kinase-Aktivität der 
Y570F Mutante kam [112,113]. 
Eine weitere, für den klinischen Kontext wichtige Aminosäure konnte durch James et al. 
[114] und Levine et al. [115] identifiziert werden. Die Mutation Valin zu Phenylalanin V617F 
führt zu einer konstitutiv aktiven JAK2 und damit zur Ausprägung des Krankheitsbildes 
Polycythemia vera.  
 
JAK2 
 
 
Abbildung 4.1: Domänenstruktur von JAK2. Gekennzeichnet sind die von Feener et al. (Y570F), 
Argetsinger et al. (Y570), James et al. (V617F), Levine et al. (V617F) und Luo et al. (E665K) 
untersuchten Punktmutationen in der Pseudokinase-Domäne von JAK2. Alle markierten 
Punktmutationen führen zu einer gesteigerten Kinase-Aktivität von JAK2. 
  
 
Da die Pseudokinase-Domäne laut der hier angeführten Studien eindeutig eine Rolle bei der 
Regulation der Kinase-Aktivität von JAK2 spielt, stellten wir auf der Basis der Ergebnisse 
von Saharinen et al. [46] die Hypothese auf, dass es auch innerhalb der Kinase-Domäne einen 
konservierten Bereich geben muss, der für die Interaktion mit der Pseudokinase-Domäne und 
somit für die Regulation der Kinase-Aktivität verantwortlich ist. Ein solcher Bereich wurde in 
einem durch uns erstellten Strukturmodell von JAK2 (siehe 4.3 und 4.4) identifiziert und dann 
von uns auf seine Gültigkeit hin untersucht.  
  
 
V617FY570F E665K
JH7 JH6 JH5 JH4 JH2JH3 JH1 
Pseudokinase-Domäne 
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4.4  Strukturmodelle der Janus Kinase 2 
Während der Durchführung der vorliegenden Arbeit erschienen zwei Publikationen, in denen 
Modellstrukturen von JAK2 generiert wurden [116,117]. Während Lindauer et al. [116] ein 
Modell präsentieren, welches die Pseudokinase-Domäne und die Kinase-Domäne von JAK2 
umfasst, generierten Giordanetto et al. [117] unter Zuhilfenahme des Lindauer-Modells ein 
Strukturmodell des gesamten JAK2 Proteins. Demnach ist das von Lindauer et al. generierte 
Modell und die daraus gezogenen Schlussfolgerungen  über die Mechanismen der JAK2-
Autoregulation für unsere Untersuchungen von größerer Relevanz. Die Autoren präsentieren 
ein Modell für die Interaktion zwischen Pseudokinase- und Kinase-Domäne und liefern eine 
mögliche Erklärung für die Hemmung der Kinase-Domäne durch die Pseudokinase-Domäne. 
Abbildung 4.2 zeigt das generierte Strukturmodell. Im Modell existieren zwei getrennte 
Interaktionsflächen zwischen Pseudokinase- und Kinase-Domäne. Sie sind im Abb.4.2 als 
interface I und interface II gekennzeichnet. Das interface I entsteht durch die Interaktion der 
α-C-Helices der Pseudokinase- und Kinase-Domäne. Die sogenannte α-C-Helix ist von 
großer Bedeutung für die Regulation vieler Kinasen, da sie nur in der richtigen Konformation 
die ATP-Bindung positiv beeinflusst. Der interface I-Kontakt könnte somit die α-C-Helix der 
Kinase-Domäne in einer inaktiven Konformation halten. Das interface II entsteht durch die 
Interaktion der Aktiverungsschleife der Kinase-Domäne mit einer zwei β-Stränge-
verbindenden Schleife (Aminosäuren V617 bis E621) in der Pseudokinase-Domäne. Die im 
Modell postulierten Kontakte (interface I und interface II) halten den Aktivierungsloop in 
einer inaktiven Konformation und liefern somit eine plausible Erklärung für die 
Pseudokinase-vermittelte Autoinhibierung von JAK2.    
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Abbildung 4.2: JAK2 Modell-Struktur nach Lindauer et al. [116]. Die Struktur enthält die Kinase- 
und Pseudokinase-Domäne von JAK2. Die postulierten Interaktionsflächen (interface I und interface II) 
sowie die an der interface I-Interaktion beteiligte α-C-Helix sind angezeigt. Des Weiteren sind der 
katalytische C-loop (orange) und die Aktivierungsschleife (rot) hervorgehoben. Die Lage der 
aktivierenden Punktmutationen (Y570F; V617F und E665K) in der JAK2 Pseudokinase-Domäne ist mit 
einem grünen Stern gekennzeichnet.   
 
Wie das von uns generierte Modell stützt sich das Strukturmodell von Lindauer et al. [116] 
unter Anderem auf die gelöste Struktur der Insulin-Rezeptor-Kinase-Domäne. Der 
Hauptunterschied zwischen dem Modell von Lindauer und unserem Modell besteht in der 
Darstellung der JSI-Region. Auch Lindauer et al. fanden die Insertion innerhalb der Kinase-
Domäne und postulierten eine loop-Region mit einer kleinen α-Helix (siehe Abb 4.2). In 
ihrem Modell bestehen im Unterschied zu unserer Vorhersage (vergleiche hierzu Abb. 1.9 
und 4.3) keine Kontakte zwischen der JSI und dem Rest der Kinase-Domäne. Anhand der 
Konformation der JSI laut Lindauer et al. lassen sich die im Rahmen der vorliegenden Studie 
gewonnenen Daten schlecht erklären und werden zusammen mit der vor kurzem gelösten 
Struktur der JAK3 Kinase-Domäne in Abschnitt 4.5 besprochen.  
Die Modellstruktur von Lindauer et al. erlaubt jedoch Aussagen über die möglichen Effekte 
der unter 4.2 diskutierten, konstitutiv aktiven Punktmutationen. So erklären die Autoren den 
aktivierenden Effekt der E665K-Mutante durch eine ladungsbedingte Konformationsänderung  
innerhalb der Pseudokinase-Domäne, die sich auf die Kinase-Domäne auswirkt. Die Effekte 
der später beschriebenen aktivierenden Punktmutanten innerhalb der Pseudokinase-Domäne 
Y570F und V617F lassen sich ebenfalls anhand des Modells erklären. Es wurde berichtet 
[112], dass das Tyrosin 570 in JAK2 phosphoryliert wird und die Kinase-Aktivität der 
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Kinase-Domäne hemmt. Da Y570 im Modell nahe am aktiven Zentrum der Kinase liegt, 
könnte dessen Phosphorylierung durch sterische Hinderung die Umsetzung von Substraten 
stören. Eine Y570F-Mutante kann nicht mehr phosphoryliert werden und dieser Mechanismus 
der Autoinhibierung könnte nicht mehr greifen. Der durch die V617F-Mutante vermittelte 
Effekt auf die Autoinhibierung könnte sehr analog funktionieren. Wie weiter oben 
beschrieben, ist das Valin 617 Teil des postulierten interface II. Der Austausch von Valin zum 
deutlich größeren Phanylalanin bei der V617F-Mutante könnte demnach die anderen interface 
II-Interaktionen stören und die Pseudokinase-vermittelte Autoinhibierung verhindern.   
Zusammen mit den Mutationsstudien liefert das Modell starke Hinweise auf die 
Interaktionsfläche zwischen der Pseudokinase-Domäne und der Kinase-Domäne von JAK2. 
Dies impliziert, dass die JSI vermutlich nicht an dieser Interaktion beteiligt ist, da sie in zu 
großer Entfernung dieser Interaktionsfläche liegt (siehe Abb. 4.2). Demnach scheint die JSI 
eine unterschiedliche Funktion bei der Regulation der Kinase-Aktivität auszuüben.  
 
4.5  Die Struktur der JAK3 Kinase Domäne 
Da die Beteiligung der JSI an der Interaktion zwischen Pseudokinase- und Kinase-Domäne 
nicht wahrscheinlich erscheint, stellt sich immer noch die Frage, wie diese Insertion die 
Kinase-Aktivität der JAKs beeinflusst. Wie unter 4.1 zusammengefasst deuten unsere Daten 
darauf hin, dass die JSI in Form einer Helix nahe des katalytischen Zentrums der Kinase 
lokalisiert ist (siehe auch Abb. 1.9 und 4.3) und sowohl strukturell wichtige Aminosäuren 
(F1061, I1064 und M1065) als auch eine die Kinase-Aktivität modulierende Aminosäure 
(M1062) enthält.  
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Abbildung 4.3: Vergleich der gelösten Struktur von JAK3 mit der Modell-Struktur von JAK2.  
A,B: Lage der JSI (rot hervorgehoben) in der JAK3 bzw. JAK2 Kinase-Domäne. C,D: Orientierung der 
Seitenketten von F1061, M1062, M1064 und I1065 im Modell von JAK2 (D) und der entsprechenden 
Aminosäure-Seitenketten in der gelösten Struktur von JAK3 (C). 
 
Die vor einigen Monaten erschienene Kristallstruktur der aktiven Kinase-Domäne von JAK3 
[118], erlaubte die Validierung unseres Strukturmodells und liefert somit wertvolle Hinweise 
für die Funktion der JSI. Abbildung 4.3.A zeigt die Struktur der JAK3 Kinase-Domäne und 
die Lage der JSI (rot hervorgehoben) in JAK3. Der Vergleich mit unserem Modell der JAK2 
Kinase-Domäne (Abb 4.3B) verdeutlicht, dass die Position der JSI übereinstimmt und das von 
Lindauer et al. (Abb. 4.2) generierte Modell diesbezüglich korrigiert werden muss. Abbildung 
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4.3 C und D zeigen, dass die von uns anhand unserer Daten postulierten Orientierung der 
Aminosäuren F1061, M1062, M1064 und I1065 mit der Orientierung der entsprechenden 
Aminosäuren F1034, L1035, M1037 und M1038 in JAK3 übereinstimmt. Demnach sind 
F1061, M1064 und I1065 strukturell wichtige Aminosäuren, während die Seitenkette von 
M1062 exponiert ist und in Richtung des Substrates (blau hervorgehoben) ragt. Die im 
Rahmen der vorgelegten Dissertation erhobenen Daten - zusammen mit dem Strukturmodell 
der JAK2 und der gelösten Struktur der JAK3- deuten auf eine Rolle der JSI bei der Substrat-
Bindung hin. Interessanterweise weist die Mutante M1062A eine gesteigerte Aktivität auf. 
Die kürzere Alanin-Seitenkette scheint demnach die Substrat-Bindung zu erleichtern während 
die längere Methionin-Seitenkette im Vergleich dazu inhibierend wirkt. Eine interessante 
Hypothese wäre, dass eine im inaktiven Zustand inhibierende JSI ihre Lage im Zuge der 
Aktivierung der Kinase verändern und somit die Substat-Erkennung ermöglichen könnte. 
Unsere Daten erlauben zurzeit jedoch noch keine genauen Aussagen über einen solchen oder 
einen anders gearteten Mechanismus.   
 
Zusammengefasst zeigen die hier erhobenen Daten, dass zwei (Hypothese 1 und Hypothese 3) 
der auf Seite 25 und 26 (Abb. 1.10) besprochenen Ausgangshypothesen zur Funktion der von 
uns identifizierten JSI ausgeschlossen werden können. Es zeigte sich, dass die JSI wichtig für 
die Funktion der Kinase ist, jedoch sehr wahrscheinlich nicht an der Interaktion zwischen der 
Pseudokinase- und der Kinase-Domäne beteiligt ist. Die mögliche Beteiligung an der 
Substrat-Erkennung muss in weiteren Studien untersucht werden.   
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5 Ausblick 
 
 
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente liefern einen wertvollen Hinweis 
auf die mögliche Rolle einer Region (JSI) in der 3D-Struktur der katalytischen Domäne der 
JAK2 für die Autoaktivität dieses Enzyms. Diese aus 15 Aminosäuren bestehende JSI wurde 
in einem in Anlehnung an die gelöste 3D-Struktur der Kinase-Domäne des Insulinrezeptors 
generierten Modell der katalytischen Domäne von JAK2 identifiziert. 
Jedoch müssen weitere Experimente durchgeführt werden, um die Funktion der JSI noch 
genauer zu verstehen, insbesondere die Regulation der Kinase-Aktivität von JAK2. 
 
(1) Kopräzipitationsexperimente von JAK2-∆JH1 und YFP-JAK2-JH1-Mutanten 
Dieser Ansatz soll klären, ob die JSI  wie unter 4.4 besprochen wirklich nicht an der 
Interaktion mit der Pseudokinase Domäne beteiligt ist. Hierzu wird eine 
Deletionsmutante JAK2-∆JH1, die keine Kinase-Domäne enthält, mit den im Rahmen 
dieser Studie generierten YFP-JAK2-JH1 Konstrukten (vgl. Abb. 3.2) kotransfiziert. 
Nach der Präzipitation mit einem YFP-Antikörper soll kopräzipitiertes JAK2-∆JH1 mit 
einem JAK2 Antikörper nachgewiesen werden. Hierbei wird vor allem das Verhalten 
der M1062A Mutante wichtig sein, da in den Mutanten, die die strukturelle Integrität 
der Kinase-Domäne verloren haben, möglicherweise auch die Interaktion mit der 
Pseudokinase-Domäne gestört ist.  
Vorläufige Ergebnisse mit denen im Rahmen dieser Arbeit generierten, jedoch noch 
nicht getesteten pEF-YFP-JAK2-JH1-Konstrukten (siehe Abb. 3.2) liefern bereits 
weitere Hinweise, dass die JSI nicht an der Interaktion zwischen Pseudokinase- und 
Kinase-Domäne beteiligt ist. Bei Transfektion der pEF-YFP-JAK2-JH1-M1062A 
Mutante erwies sich diese in einem ersten Experiment als hyperaktiv im Vergleich zum 
Wildtyp Konstrukt pEF-YFP-JAK2-JH1-wt. Da dieses Konstrukt die Kinase-Domäne, 
nicht aber die Pseudokinase-Domäne von JAK2 enthält, kann die gesteigerte Aktivität 
nicht auf den Wegfall einer Pseudokinase-Interaktion beruhen. 
 
(2) Wie wirken sich die Mutationen auf die STAT3 Phosphorylierung aus? 
 Die bisherigen Experimente wurden bezüglich der IL6-Signaltransduktion auf die 
Phosphorylierung von SOCS3 ausgedehnt. Zur Komplettierung sollte ebenfalls das 
Phosphorylierungsmuster von weiteren Signaltransduktionskomponenten wie z.B. 
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STAT3 untersucht werden. Auch hier müsste die M1062A Mutante einen höheren 
Phosphorylierungsgrad von STAT3 als der Wildtyp erreichen. 
 
(3) Wie verhalten sich die Mutanten in JAK2 defizienten stabilen Zellen? 
 Um dem Verhalten der Mutanten keinen Zweifel mehr zu lassen, sollten JAK2 
defiziente stabile Zellen hergestellt werden, die mit den hier generierten Konstrukten 
rekonstituiert wurden. Ohne die Überlagerung der endogenen JAK2 Aktivität der Zellen, 
könnte man so das Verhalten der jeweiligen Mutanten untersuchen. In diesen Zellen 
könnte anschließend die Signaltransduktion nach Stimulation mit IL-6-Typ Zytokinen 
oder auch Interferon-γ untersucht werden. Als biologischer read-out für den Effekt der 
Mutanten auf die JAK2-vermittelte Geninduktion könnte hierbei z.B. die IFN-γ 
induzierte Hochregulation von MHC-I Molekülen untersucht werden.     
 
(4)  Die unter 4.2 und 4.3 beschriebenen hyperaktiven Jak2-Mutanten Y570F, V617F und 
E665K innerhalb der Pseudokinase-Domäne sollen generiert und mit der hier 
identifizierten hyperaktiven M1062A-Mutante bezüglich ihrer Kinase-Domänen 
verglichen werden. Hierdurch soll der aktivierende Effekt der Mutante, z.B. mit 
demjenigen der krankheitsrelevanten V617F-Mutation, analysiert werden. Auch diese 
Mutanten sollen in rekonstituierten JAK2-defizienten Zellen studiert werden. 
 
(5) Um die Übertragbarkeit der hier gezeigten JAK2-Daten auf andere Mitglieder der Janus 
Familie zu überprüfen, sollten die dem M1062 entsprechenden Aminosäuren in JAK1 
(L1088) und JAK3 (L1035) analog mutiert und untersucht werden. 
 
(6) Da die Struktur 3D-Struktur der Kinase-Domäne von JAK3 inzwischen bekannt ist 
[118], kann diese genutzt werden, um das von uns generierte Modell der JAK2 Kinase-
Domäne zu verfeinern und präzisere Vorhersagen bezüglich der Regulation der Kinase-
Domäne treffen zu können. 
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6 Zusammenfassung 
 
Interleukin-6 gehört zusammen mit IL-11, IL-27, LIF, OSM, CNTF und CT-1 zur Familie der 
IL-6-Typ Zytokine. Es ist der Hauptmediator bei der Induktion der Akutphase-
Proteinsynthese in Hepatozyten.  
Die Akutphase-Proteinsynthese und –sekretion ist Teil der systemischen Akutphase-Antwort 
der Leber auf Infektionen, Entzündungen und Verletzungen. IL-6 ist der Hauptmediator für 
die von den Hepatozyten freigesetzten Akutphase-Proteine, die  proteolytische Prozesse wie 
die Blutgerinnung und die Fibrinolyse bzw. die Aktivierung des Komplementsystems 
regulieren. 
IL-6 bindet zunächst an seinen IL-6-Rezeptor (gp80), wodurch es zur Induktion der 
Homodimerisierung von gp130 kommt. Gp130 ist die signalübertragende Komponente des 
Rezeptorkomplexes. Durch die Liganden-induzierte Rezeptordimerisierung werden die 
konstitutiv an gp130 assoziierten Protein-Tyrosinkinasen der Janus Familie (JAK1, JAK2, 
TYK2) aktiviert und phosphorylieren dann mehrere Tyrosinmotive im gp130. An diese 
können nun die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 (signal transducers and 
activators of transcription) über ihre SH2-Domäne (src-Homologie-Domäne2) binden. Die 
Aktivierung der STAT-Proteine erfolgt wiederum durch die Janus Kinasen. Danach 
translozieren sie als aktive STAT1/1 bzw. STAT3/3 Homodimere oder als STAT1/3 
Heterodimere in den Zellkern, wo sie an enhancer-Regionen von IL-6-Zielgenen wie zum 
Beispiel die der Akutphase-Proteine oder die der feedback Regulatoren der SOCS 
(suppressors of cytokine signaling) Familie binden. 
Die Janus Kinase JAK2 wird durch IL-6-Typ-Zytokine aktiviert. Weiterhin spielt sie eine 
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion anderer Zytokine wie zum Beispiel Erythropoetin 
und Wachstumsfaktoren. 
Von Serge Haan wurde im Institut für Biochemie der RWTH Aachen im Rahmen von 
Untersuchungen zu SOCS-Proteinen ein Strukturmodell der Kinase-Domäne von JAK2 
erstellt. Hierbei wurde ein Abschnitt von etwa 15 Aminosäuren identifiziert, den wir als JAK 
spezifische Insertion (JSI) bezeichneten. Es zeigte sich, dass diese Insertion spezifisch für 
Janus Kinasen ist. Basierend auf diesen Resultaten und der Arbeit von Saharinen et al. 
(Regulation of the JAK2 Tyrosine Kinase by its kinase-like domain, Mol. Cell. Biol., 2000, 20, 
3387) entstand die Idee zu dieser Arbeit. Saharinen et al. zeigten, dass die Pseudokinase-
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Domäne von JAK2 verantwortlich ist für die Negativregulation der Kinase-Domäne von 
JAK2.  
Wir postulierten, dass die JSI für die Interaktion mit der Pseudokinase-Domäne 
verantwortlich sein könnte. 
In der vorliegenden Arbeit wurden zur Charakterisierung der Janus spezifischen Insertion  ein 
Deletionskonstrukt (∆JSI) sowie verschiedene Punktmutanten von JAK2 (F1061A, M1062A, 
M1064A, I1065A) hergestellt. Es zeigte sich, dass die Konstrukte F1061A, M1064A und 
I1065A durch die Mutation ihre Tyrosinkinaseaktivität verloren hatten. Interessanterweise 
zeigte die M1062A Mutante jedoch eine stärkere Autophosphorylierung als Wildtyp JAK2. 
Zudem war sie in der Lage, den feedback Regulator SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 
3) stark zu phosphorylieren. 
Durch die Kombination von experimentellen molekularbiologischen Techniken mit 
theoretischen Ansätzen wie dem Molecular Modelling konnte somit eine Region innerhalb der 
JAK2 Kinase-Domäne identifiziert werden, die für die Regulation der Kinase-Aktivität von 
Wichtigkeit ist. Die experimentellen Daten deuten darauf hin, dass die JSI an der Interaktion 
zwischen der JH1 (Janus Kinase-Homologie-Domäne1) und JH2 (Janus Kinase-Homologie-
Domäne2) nicht beteiligt, sondern möglicherweise in die  Substratbindung involviert ist. 
In weiteren Experimenten soll geklärt werden, wie die JSI die Tyrosinkinase-Aktivität der 
JAKs beeinflusst. Dazu werden JAK2 defiziente Zellen mit den verschiedenen Punktmutanten 
rekonstituiert.  
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